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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
3-BP 3-bromopiruvat 
3-PO ang. 3-(3-pyridinyl)-1-(4-pyridinyl)-2-propen-1-one, je majhna 
molekula, ki deluje zaviralno na encim 6-fosfofrukto-2-
kinaze/fruktoza-2,6-bisfosfatazo 3 
AIF mitohondrijski dejavnik, ki sproži apoptozo (ang. apoptosis 
inducing factor) 
Akt protein kinaza B (tudi PKBB) 
Akt2 onkogen, ki kodira protein z družine serin/treonin kinaz, ki 
vsebujejo domene podobne SH2 (Src homology 2) 




Bcl-2 ang. B-cell lymphoma 2, družina regulatornih proteinov 
BCR-ABL fuzijski gen, ki nastane, ko se odlomita delčka kromosoma 9 in 
22 ter zamenjata mesti 
cAMP ciklični adenozinmonofosfat 
CDK4 od ciklina odvisna kinaza 4 
CO2 ogljikov dioksid 
CoA koencim A 
DCA Dikloroacetat 
DMEM gojišče Dulbecco's Modified Eagle's Medium 
DMSO dimetil sulfoksid 
DNK deoksiribonukleinska kislina 
EGFR gen za receptor za epidermalni rastni dejavnik (ang. epidermal 
growth factor receptor) 
EMEM gojišče Eagle's Minimum Essential Medium 
FBS serum ploda goveda 
FGF fibroblastni rastni dejavniki 
FK866 inhibitor, ki zavira sintezo NAD+ 
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H+-ATPaza encim, ki prenaša protone preko celične membrane 
HER2/neu Onkogen 
HIF-1α hipoksija induciran dejavnik α 
IL-12 citokin interlevkin-12 
IL-1α citokin interlevkin-1 α 
IL-32 citokin interlevkin-32 
IL-6 citokin interlevkin-6 
KI Kemijski inštitut 
LDH encim laktat dehidrogenaza 
LDH-A podenota A encima laktat dehidrogenaza 
LDHB podenota B encima laktat dehidrogenaza 
LKB1 jetrna kinaza B1 (ang. liver kinase B1) 
MCT (1-4) transporterji, ki prenašajo spojine z enim ogljikom 1-4 
MEBM gojišče Mammary Epithelial Cell Growth Basal Medium 
mTor kinaza im. sesalčja tarča za rapamicim (ang. mammalian target 
of rapamycin) 




p53 tetramerni transkripcijski dejavnik 
PBS fosfatni pufer z NaCl 
PDB proteinska baza podatkov (ang. Protein Data Base) 
PDC kompleks piruvat dehidrogenaze 
PDK 1-4 piruvat dehidrogenaze kinaze 1-4 
PEP fosfoenolpiruvat 
PFK1 encim 6-fosfofrukto-1-kinaza 
PFK15 derivat prve generacije iz učinkovine 3-PO 
PFK158 derivat tretje generacije iz učinkovine 3-PO 
PFKFB 1-4 Izoencimi 6-fosfofrukto-2-kinaze/fruktoza-2,6-bisfosfataze 1-4 
PFK-L jetrni tip encima encim 6-fosfofrukto-1-kinaza 
PFK-M mišični tip encima 6-fosfofrukto-1-kinaza 
PFK-P trombocitni tip encima 6-fosfofrukto-1-kinaza 
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pH negativen desetiški logaritem koncentracije oksonijevih ionov 
PI3K družina fosfoinozitid 3-kinaz 
PI3K/Akt/mTor signalna pot, ki nadzira celični cikel in vključuje PI3K, Akt in 
mTor 
PIK3CA Onkogen, ki kodira katalitično podenoto α fosfatidilinozitol 3-
kinaz (PI3K) 
PKA družina encimov im. protein kinaze A 
PK-L Izoencim piruvat kinaze tipa L 
PK-M1 Izoencim piruvat kinaze tipa M1 
PK-M2 Izoencim piruvat kinaze tipa M2 
PK-R Izoencim piruvat kinaze tipa R 
PTEN gen, ki kodira fosfatazo, ki je homolog fosfata in tenzina 
Ras družina proteinov, ki spadajo med majhne GTPaze 
RB protein retinoblastoma (ang. retinoblastoma-associated 
protein) 
RNK ribonukleinska kislina 
ROS reaktivne kisikove zvrsti (ang. reactive oxygen species) 
RPMI Gojišče 
TAA antigeni povezani z tumorjem (ang. tumor-associated antigens) 
TGF-β2 transformirajoči rastni dejavnik β2 
Th17 celica pomagalka 17 (ang. T helper 17 cell) 
TIGAR regulator glikolize in apoptoze, ki ga inducira TP53 (ang. 
TP53-induced glycolysis and apoptosis regulator) 
TKK cikel trikarboksilnih kislin 
TNF-α dejavnik tumorske nekroze α (ang. tumor necrosis factor) 
TSP-1 protein trombospondin 1 
VDAC anionski kanal, ki je odvisen od električne napetosti (ang. 
voltage-dependent anion channel) 
VEGF družina žilnih endotelnih rastnih dejavnikov 
VEGF-A žilni endotelni rastni dejavnik A 
VHL tumorskim supresor von Hippel-Lindau 
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1 UVOD 
Rakave celice rastejo hitreje kot zdrave celice, prav tako se razlikuje njihov metabolizem. 
Metastazne humane rakave celice hitro porabljajo glukozo, ki jo v večji meri pretvorijo v 
laktat in tega izločijo iz celic. Ta pojav se imenuje aerobna glikoliza ali Warburgov efekt 
(Vander Heiden in sod., 2009). Za ta pojav je na molekularnem nivoju odgovoren de-
reguliran metabolni pretok preko glikolize. Izločeni laktat povzroči zakisanje v 
zunajceličnem prostoru in to vpliva na neučinkovit imunski odziv proti rakavim celicam 
(Hirschhaeuser in sod., 2011). 
1.1 NAMEN IN POVOD DELA       
V laboratoriju za biotehnologijo na Kemijskem inštitutu (v nadaljevanju KI) so ugotovili, 
da je za pospešeno presnovo glukoze preko glikolize pri rakavih celicah odgovorna 
posttranslacijska modifikacija encima  6-fosfofrukto-1-kinaza (PFK1) (Šmerc in sod., 
2011). Pri modifikaciji PFK1 pride do cepitve C-terminalnega dela, preostanek molekule 
ohrani encimsko aktivnost, vendar ima spremenjeno encimsko kinetiko. Webb in sodelavci 
(2015) so objavili 3D kristalno strukturo enega od humanih PFK1 izoencimov. V 
sodelovanju z Laboratorijem za molekularno modeliranje KI so z računalniškim 
programom simulirali naleganje različnih spojin na ATP vezavno mesto v aktivnem centru 
humanega encima PFK1. Določili so 39 spojin, ki bi lahko delovale kot kompetitivni 
inhibitor tega encima.  
Do sedaj so inhibitorje testirali v in vitro pogojih na izoliranih PFK1 encimih in v in vivo 
pogojih na tumorigeni celični liniji Jurkat (akutna T-celična levkemija), pri kateri so 
opazili zmanjšano izločanje laktata.  
Cilj magistrske naloge je bil preveriti vpliv dveh izbranih inhibitorjev v različnih 
koncentracijah na druge tumorigene celične linije. Uporabljene celične linije: Caco-2 
(kolorektalni adenokarcinom), MDA-MB-231 (rak dojke v metastazni fazi), MCF-7 (rak 
dojke v začetni fazi), MCF-10A (netumorigena celična linija tkiva dojke), Colo829 
(tumorigene celice iz melanoma pri človeku), HEK293-T-REx (v divji tip HEK293 celic z 
vgrajenim T-REx sistemom), HEK293-T-REx nPFKM (imajo dodan nativni fragment 
encima PFK1) in HEK293-T-REx sfPFKM (imajo dodatni gen za visoko aktiven kratek 
fragment proteina PFKM). Za določanje števila celic pri pritrjenih celičnih linijah smo 
izvedli test XTT, pri suspenzijskih celičnih linijah smo uporabili metodo barvanja s 
barvilom Tripan. Za merjenje koncentracije laktata smo uporabili komercialno dostopen 
komplet L-Lactic Acid (L-Lactate) Assay Kit in spektrofotometer. 
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1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
Pričakujem, da bo ob uporabi izbranih inhibitorjev zmanjšana količina nastalega laktata. 
Prav tako pričakujem, da bodo negativni vplivi inhibitorjev na rast in preživetje celic 
zanemarljivi. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 KAJ JE BOLEZEN RAK 
Rak je bolezen, pri kateri se spremenjene humane celice nenadzorovano delijo in se lahko 
naselijo v okoliška tkiva. Rakave celice se lahko preko krvnega in limfnega obtoka 
razširijo po drugih delih telesa (NCI Dictionary…, 2018). Za nastanek rakavih celic so 
potrebne specifične fiziološke spremembe, ki omogočijo pridobivanje energije in izgradnjo 
biomase, kar je odločilno za uspešno nekontrolirano razmnoževanje (Sun in sod., 2018; 
Vander Heiden in sod., 2009). Te spremembe so posledica mutacij v ključnih genih na 
molekulah DNK (Aviv in sod., 2017). Mutacije nastajajo skozi daljše časovno obdobje. 
Rakave celice imajo sposobnost samoobnavljanja, tako kot normalne matične celice. To 
dokazujejo številne metabolne poti, ki so značilne za prej omenjene celice (Reya in sod., 
2001). Na sliki 1 so prikazane glavne značilnosti raka. Nekatere od teh značilnosti bom 
opisala v nadaljevanju.  
  
Slika 1: Glavne značilnosti raka (Hanahan in  Weinberg, 2011) 
2.2 DEREGULACIJA PRIMARNEGA METABOLIZMA 
Pri rakavih celicah se pojavlja povečan privzem glukoze in 90 % te glukoze encimi 
pretvorijo v laktat tudi ob prisotnosti kisika (Warburg, 1956; DeBerardinis in sod., 2007). 
Ta pojav se imenuje Warburgov  efekt ali aerobna glikoliza in je ena izmed glavnih 
značilnosti raka. Tvorjenje in izločanje laktata je energetsko neučinkovit proces, saj se na 
eno molekulo glukoze proizvedeta 2 molekuli ATP, medtem ko pri popolni oksidaciji 
glukoze encimi proizvedejo 36 molekul ATP (Lehninger in sod., 1993). Za proliferajoče 
celice je nujno, da večji del glukoze namenijo za sintezo izhodnih spojin za celične 
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gradnike in ne za produkcijo ATP. Iz glukoze nastanejo pri aerobni glikolizi številni 
intermediati, ki so izhodne spojine za neesencialne aminokisline, acetil-CoA za maščobne 
kisline in molekule riboze za nukleotide. Rakave celice tvorijo intermediate cikla 
trikarboksilnih kislin (TKK) iz glutamina, ki je koncentracijsko najbolj zastopana 
aminokislina v serumu. Pri katabolizmu glutamina v laktat nastajajo molekule NADPH. 
Ključen encim v tej poti je NADP+-specifična malat dehidrogenaza oziroma malatni encim 
(Vander Heiden in sod., 2009). Rastni dejavniki vplivajo na delovanje encima piruvat 
kinaze, ki sodeluje pri uravnavanju zadnjega koraka glikolize (Christofk in sod., 2008). S 
tem metaboliti glikolize vstopajo v pentoza fosfatno pot in poti biosinteze aminokislin ter 
nukleotidov. Encim laktat dehidrogenaza je pomemben za pretvorbo glukoze in glutamina 
preko piruvata v laktat. Če prekinemo delovanje tega encima, s tem zmanjšamo hitrost 
proliferacije celic (Fantin in sod., 2006). 
Pri rakavih celicah je stranski produkt proizvodnje laktata in alanina velika količina 
molekul NADPH, kar je posledica povečanega delovanja nekaterih encimov v 
metabolizmu. Malatni encim pretvori malat v piruvat. Encim glukoza-6-fosfat 
dehidrogenaza, ki je del pentoza-fosfatne poti, spremeni glukozo-6-fosfat v 6-fosfo-
glukonolakton. Oba encima uporabljata kot koencim molekulo NADP+. V ciklu TKK 
encim izocitrat dehidrogenaza 1 pretvarja izocitrat v α-ketoglutarat in proizvaja tudi 
NADPH (Vander Heiden in sod., 2009). Na sliki 2 je prikazan preplet metabolnih poti v 
proliferajočih celicah, med katere spadajo tudi rakave celice.  
Andrejc in sodelavci (2017) so dokazali, da je pri kvasovki, ki izraža kratek humani aktivni 
fragment glikolitičnega encima PFK, porušeno razmerje NADH/NADPH. Razlog za to je, 
da kvasovke nimajo encima nikotinamiddinukleotid transhidrogenaza, ki pretvarja NADH 
v NADPH (Moreira dos Santos in sod., 2004). Za uravnavanje razmerja NADH/NADPH 
pri kvasovkah je pomemben tudi encim NADP+-specifična acetaldehid dehidrogenaza, ki 
pretvarja etanol preko acetaldehida v acetat (Ferreira in sod., 2004). Razmerje 
NADH/NADPH je odraz razmerja med katabolnimi in anabolnimi procesi v celici. Če se to 
razmerje poruši, se s tem podre normalno metabolno stanje v celici. Pri deregulirani 
glikolizi se tvori višek NADH, kar rakave celice rešujejo z reoksidacijo NADH v NAD+, 
pri tem pa se piruvat reducira v laktat. 
Povečana glikoliza povzroča metabolni in oksidativni stres v rakavih celicah, saj nastaja 
povečana količina reaktivnih kisikovih snovi (Wellen in Thompson, 2010). Pri rakavih 
celicah je povečana glikoliza in s tem tudi poraba molekul NAD+, ki se pretvorijo v 
NADH. Redukcija piruvata v laktat obnavlja zaloge molekul NAD+ in s tem je ohranjeno 
razmerje NAD+/NADH. Pravilno razmerje NAD+/NADH je nujno za aktivno glikolizo 
(San-Millán in Brooks, 2017). Molekule laktata sodelujejo pri glavnih korakih v razvoju 
raka: motijo normalno delovanje imunskega sistema, sprožajo nastanek novih žil, sprožajo 
matastaziranje in celično migracijo (San-Millán in Brooks, 2017).  
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Slika 2: Preplet metabolnih poti (Vander Heiden in sod., 2009) 
Pri Warburgovem efektu nekaj piruvata vstopa tudi v cikel TKK in se porabi za nastanek 
biosintetskih izhodnih spojin in ne za nastanek ATP (DeBerardinis in sod., 2008). To 
imenujejo katapleroza, ker intermediati iztekajo iz cikla. Primer tega je sinteza lipidov pri 
proliferajočih celicah. Glukozo encimi pretvorijo v citrat. Citrat se transportira iz 
mitohondrijev v citosol, kjer se pretvori v oksaloacetat in acetil-CoA, ki je izhodna spojina 
za lipide. Pri proliferajočih celicah sta spodbujena encima ATP citrat liaza in sintaza 
maščobnih kislin (Bauer in sod., 2005). Razlog za to je, da se večina lipidov pri 
proliferajočih celicah sintetizira de novo (Ookhtens in sod., 1984). Zaradi pomanjkanja 
mitohondrijskega citrata poteka okrnjen cikel. Za sintezo lipidov je ključen privzem 
glutamina, ki ga encimi pretvorijo v glutamat in ta vstopa v cikel TKK (DeBerardinis in 
sod., 2007). Tudi drugi intermediati cikla TKK se uporabljajo za biosintezo. Oksaloacetat 
in α-ketoglutarat se porabita za napajanje zaloge neesencialnih aminokislin, iz katerih 
nastanejo proteini in nukleotidi (DeBerardinis in sod., 2008). V redkih primerih encima 
cikla TKK sukcinat dehidrogenaza in fumarat liaza delujeta kot zaviralca tumorjev in 
mutacije v genih za ta dva encima povečajo tveganje za nastanek tumorjev (Astuti in sod., 
2001). 
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2.2.1 Heksokinaza 
Pri človeku poznamo za encim heksokinaza štiri izoencime, ki se med seboj razlikujejo po 
katalitičnih in regulatornih lastnostih kot tudi po tem, kje v celici se nahajajo. Imenujejo se 
tip I, tip II, tip III in tip IV oziroma glukokinaza (Wilson, 2003). Tekom evolucije naj bi 
izoencimi nastali s podvojevanjem in fuzijo gena, ki kodira predniško 50 kDa veliko obliko 
heksokinaze. Molekula glukoza-6-fosfat zavira delovanje heksokinaze. Tip II ima aktivno 
mesto na N- in C-terminalnem koncu encima, medtem ko imata tip I in tip III aktivno 
mesto samo na C-terminalnem koncu (Tsai in Wilson, 1995; Tsai in Wilson, 1997). Tip III 
ima največjo afiniteto do glukoze in najmanjšo afiniteto do drugega substrata – ATP. Je 
tudi najmanj občutljiv na inhibicijo s produktom glukoza-6-fosfat (Radojković in Ureta, 
1987). Glukoza-6-fosfat zavira delovanje tipa I, ampak temu lahko nasprotuje ortofosfat. 
Tudi na tip II in tip III ima glukoza-6-fosfat enak učinek, ki ga še poveča ortofosfat (Tsai 
in Wilson, 1995). Tip I se nahaja v vseh tkivih pri sesalcih, v večji količini je prisoten v 
možganih (Clarke in Sokoloff, 1999). Izoencim tipa II se nahaja v tkivih, ki so občutljiva 
na inzulin in med te spadajo skeletne mišice ter maščobna tkiva (Wilson, 2003). 
Pri malignih tumorjih je najpogostejša oblika encima tip II, ki jo izražajo rakave celice. Ta 
oblika encima se nahaja na zunanji mitohondrijski membrani na proteinu VDAC (ang. 
voltage-dependent anion channel). Posledično encim heksokinaza tipa II neposredno 
dostopa do molekul ATP, ki jih proizvede mitohondrij, in pridobi zaščito pred inhibicijo z 
glukoza-6-fosfatom (Nakashima in sod., 1986). Velika količina heksokinaze tipa II sproži 
povečano kapaciteto glikolize in biosintetskih poti. S tem je zagotovljena optimalna 
podpora rakavim celicam, ki se hitro delijo (Pedersen in sod., 2002; Nakashima in sod., 
1986). 
2.2.2 6-fosfofrukto kinaza 1 
Encim 6-fosfofrukto kinaza 1 (PFK1) je encim glikolize in na tem mestu je 
najpomembnejša točka za uravnavanje, ki je pri rakavih celicah okrnjena. Encim PFK1 
fosforilira fruktozo-6-fosfat in nastane fruktoza-1,6-bisfosfat. Donor fosfata je MgATP 
(Dunaway, 1983). Delovanje encima PFK1 spodbujajo molekule fruktoze-2,6-bisfosfata, 
razmerje ADP/AMP in amonijevi ioni, zavirajo pa citrat in ATP (Poorman in sod., 1984). 
Visoka količina molekul ATP in nizka količina ADP ter AMP zavirajo delovanje encima 
PFK1. To je osnova za zmanjšano glikolizo v diferenciranih tkivih ob prisotnosti kisika 
(Mazurek, 2011). Med evolucijo je prišlo do podvojitve gena za PFK1, tandemskih 
združitev in divergence katalitičnih mest prokariontskega predhodnika. Aktivno mesto 
encima PFK1 je na njegovem N-terminalnem delu (Poorman in sod., 1984). Mutacije so 
povzročile nastanek alosteričnih vezavnih mest na C-terminalnem delu, ki natančno 
uravnavajo delovanje encima. Eden izmed alosteričnih ligandov je citrat, ki ima vezavna 
mesta na C- in N-terminalnem delu molekule (Kemp in Gunasekera, 2002). V genomu 
sesalcev so prisotne tri oblike gena za PFK1 in se diferencialno izražajo v različnih tipih 
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tkiv. V človeških tkivih imajo te tri izooblike sledeče molekulske mase: trombocitni tip 
(PKF-P) 85,596 Da, mišični tip (PFK-M) 85,051 Da in jetrni tip (PFK-L) 84,917 Da 
(Yamasaki in sod., 1991; Eto in sod., 1994). Vse tri tipe močno zavira citrat in tudi ATP, 
katerega učinek lahko izniči fruktoza-2,6-bisfosfat (Vora in sod., 1985; Dunaway in sod., 
1988).  
Na sliki 3 je prikazana kristalna struktura encima PFK-M (Kloos in sod., 2014). 
  
Slika 3: Struktura encima PFK-M (Kloos in sod., 2014) 
Pri filamentozni glivi Aspergillus niger so najprej opisali obliko PFK1, ki je odporna na 
inhibicijo s citratom in jo aktivirajo alosterični dejavniki (Mlakar in Legiša, 2006). Te 
kinetične lastnosti nosi podenota encima z velikostjo 49 kDa, ki nastane z dvema 
posttranslacijskima korakoma iz nativne oblike encima, ki je velik 85 kDa (Mlakar in 
Legiša, 2006; Capuder in sod., 2009). V prvi stopnji specifične proteaze odcepijo velik del 
Cterminalnega dela encima, v drugi stopnji pa encim aktivira fosforilacija tirozinskega 
ostanka. Encimska aktivnost na encimu ostaja, ker je aktivno mesto ohranjeno na N-
terminalnem koncu (Poorman in sod., 1984). Šmerc in sodelavci (2011) so dokazali, da se 
pri rakavih celicah sesalcev zgodijo podobne posttranslacijske modifikacije, ki vodijo v 
nastanek kratkega aktivnega fragmenta encima PFK1. Tak fragment je neobčutljiv na 
inhibicijo s citratom in ATP, ker so s proteolitskim rezanjem odstranjena vezavna mesta za 
ti dve molekuli. Nativna evkariontska oblika encima ima tetramerno strukturo. Zaradi 
izpada večjega dela na C-terminalnem koncu se encim lahko poveže samo v dimerno 
obliko (Banaszak in sod., 2011). Zaradi posttranslacijske modifikacije je prekinjeno 
uravnavanje PFK1 z negativno povratno zanko, kar omogoča stalno visoko aktivnost 
encima in posledica tega je povečana koncentracija molekul fruktoza-1,6-bisfosfat ter 
intermediatov poznega dela glikolize, vključno z NADH (Šmerc in sod., 2011).  
Transkripcijski dejavnik p53 je v rakavih celicah izgubil funkcijo zaradi onkomutacije in s 
tem tudi protein TIGAR (ang. TP53-induced glycolysis and apoptosis regulator), ki deluje 
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kot fruktoza-2,6-bisfosfataza (Bensaad in sod., 2006). Posledica tega je povišana raven 
molekul fruktoza-2,6-fosfat, ki stimulira encim PFK1 v rakavih celicah.  
2.2.3 Piruvat kinaza 
Encim piruvat kinaza katalizira defosforilacijo fosfoenolpiruvata (PEP) v piruvat in pri tem 
se proizvede ATP (Mazurek, 2011). Ta pretvorba ni odvisna od prisotnosti kisika. 
Pri človeku so prisotne štiri izooblike encima piruvat kinaze, ki se nahajajo v različnih 
tkivih in imajo drugačne funkcije. Izoencim tipa L (PK-L) je v tkivih, kjer poteka 
intenzivna glukoneogeneza. Primeri teh tkiv so ledvice, jetra in črevesje (Steinberg in sod., 
1999; Brinck in sod., 1994). Izražanje encima PK-L je nadzorovano s prehrano in sicer se 
izražanje tega encima poveča, če je prehrana bogata z ogljikovimi hidrati. Ob stradanju se 
sinteza encima PK-L zmanjša. Izoencim tipa L ima nizko afiniteto do substrata 
fosfoenolpiruvata. Alosterična aktivacija PK-L poteka s fruktoza-1,6 bisfosfatom, ATP in 
od cAMP-PKA odvisno fosforilacijo ter je pod nadzorom glukagona (Yamada in Noguchi, 
1999a). Če se encim PK-L fosforilira, to pomeni njegovo inaktivacijo (Mazurek, 2011).  
Izoencim tipa R (PK-R) se nahaja v eritrocitih in je po značilnostih precej podoben PK-L 
obliki, vendar z manjšimi razlikami v kinetičnih lastnostih ter regulatornih mehanizmih 
(Rodriguez-Horche in sod., 1987). Zaporedji izoencima PK-L in PK-R sta zapisani v istem 
genu, vendar zaradi alternativnega izrezovanja nastaneta dve različni izoobliki encima. Na 
njuno izražanje vplivajo tkivnospecifični promotorji (Noguchi in sod., 1987).  
Izoencim tipa M1 (PK-M1) se nahaja v vseh tkivih, v katerih nastaja velika količina 
kemijsko vezane energije v kratkem času, kot so mišice in možgani (Carbonell in sod., 
1973; Reinacher in sod., 1979). Izooblika PK-M1 ima od vseh izooblik največjo afiniteto 
do PEP, ni alosterično uravnavana in ni fosforilirana (Mazurek, 2011).  
Izoencim tipa M2 (PK-M2) se izraža v nekaterih diferenciranih tkivih kot so pljuča, 
maščobno tkivo, otočki v trebušni slinavki in očesna mrežnica. Značilen je tudi za vse 
celice, v katerih se hitro proizvajajo molekule nukleinske kisline. To so vse proliferajoče 
celice in mednje spadajo normalne proliferajoče celice, zarodne celice, odrasle matične 
celice in rakave celice (Reinacher in Eigenbrodt, 1981; Reinacher in sod., 1979; Yamada in 
Noguchi, 1999b). PK-M2 negativno regulirajo proteini, ki imajo fosforiliran tirozin 
(Christofk in sod., 2008). Ko se ti proteini vežejo na PK-M2, se aktivnost encima 
zmanjšuje. Tok ogljika se preusmeri v biosintezne poti in ne v nastanek ATP, ker ima 
piruvat kinaza nizko aktivnost (Vander Heiden in sod., 2009). Gen pkm nosi zapis za 
izoencim PK-M1 in PK-M2, razlika med njima je posledica alternativnega izrezovanja 
molekule RNK (Noguchi in sod., 1986).  
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Encim PK-M2 je edina varianta piruvat kinaze, ki se lahko nahaja v dimerni ali v 
tertamerni strukturni obliki, vse ostale variante piruvat kinaze (PK-M1, PK-R in PK-L) se 
nahajajo samo v tetramerni obliki (Mazurek, 2011). Tetramerna oblika encima ima večjo 
afiniteto do svojega substrata fosfoenolpiruvata, medtem ko ima dimerna oblika nižjo 
afiniteto do le-tega (Mazurek in sod., 2005). Fruktoza-1,6 bisfosfat vpliva na razmerje med 
dimerno in tetramerno obliko encima PK-M2. Velika količina dimerne oblike encima PK-
M2 sproži povečanje količine fruktoza-1,6 bisfosfata. Ko količina fruktoza-1,6 bisfosfata 
doseže določeno visoko raven, se encim PK-M2 poveže v bolj aktivno tetramerno obliko. 
Fruktozo-1,6 bisfosfat začnejo encimi porabljati in pretvarjati v laktat. Kadar količina 
fruktoza-1,6 bisfosfata ponovno pade na minimalno koncentracijo, tetramerna oblika 
encima razpade v manj aktivno dimerno obliko (Mazurek, 2011).  
Med embriogenezo izoobliko PK-M2, ki prevladuje v začetni fazi razvoja zarodka, 
postopoma zamenjajo druge izooblike, ki so značilne za specifično tkivo. V času 
tumorigeneze specifične izooblike nadomesti oblika PK-M2 (Steinberg in sod., 1999; 
Yamada in Noguchi, 1999b). Izooblike encimov so sestavljene iz štirih podenot, zaradi 
katerih lahko pride do pojava hibridnih oblik (Mazurek, 2011). 
2.3 OSTALE ZNAČILNOSTI RAKA 
2.3.1 Vzdrževanje signaliziranja za proliferacijo 
V normalnem tkivu je nadzorovan nastanek in izločanje rastnih dejavnikov, ki vplivajo na 
rastni cikel in delitev celic. V rakavih celicah signalizacijo za proliferacijo vzdržujejo 
alternativne poti. Eden od načinov je, da rakave celice same proizvajajo signal in se nanj 
tudi odzivajo, kar pomeni avtokrino stimulacijo proliferacije. Naslednji način je, da rakave 
celice spodbujajo normalne celice v okoliškem tkivu, da te začnejo izločati rastne 
dejavnike, ki jih potem uporabijo rakave celice (Cheng in sod., 2008; Hanahan in 
Weinberg, 2011). Prav tako se lahko poveča število izraženih receptorskih proteinov na 
površini rakavih celic in tako postanejo celice bolj odzivne na rastne dejavnike. Pri rakavih 
celicah se lahko pojavi neodvisnost od rastnih dejavnikov tako, da konstitutivno izražene 
komponente signalnih poti zaobidejo kontrolo preko receptorjev za rastne dejavnike 
(Hanahan in Weinberg, 2011). Negativne povratne zanke pri metabolnih poteh v normalnih 
celicah utišajo določene signalne poti in s tem uravnavajo tok signalnih molekul (Amit in 
sod., 2007).  
2.3.2 Izogibanje zaviralcem rasti 
Rakave celice imajo okvarjene mehanizme zaviralnih genov, ki popravljajo nenadzorovano 
proliferacijo in ostale napake v metabolizmu. Pri teh mehanizmih so ključni geni, ki 
zavirajo rast tumorjev. Dva izmed takšnih proteinov sta proteina RB (ang. retinoblastoma-
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associated) in p53 (Hanahan in Weinberg, 2011). Na protein RB večinoma vplivajo signali 
iz celičnega okolja, na protein p53 pa signali iz notranjosti celice.  
Kontaktna inhibicija omogoča, da se normalne celice v kulturi prenehajo deliti, ko je 
celična gostota dovolj velika, in s tem se zagotavlja homeostaza v tkivu. Pri rakavih celicah 
v kulturi ni kontaktne inhibicije in to omogoča nenehno proliferacijo. Eden izmed 
mehanizmov vključuje produkt gena nf2, imenovan Merlin, ki omogoča tesnejše povezave 
med celicami in preprečuje izločanje mitogenih signalov (Okada in sod., 2005). Naslednji 
mehanizem vključuje protein LKB1 (jetrna kinaza B1), ki je ključen pri organizaciji 
strukture epitelija in omogoča tkivno integriteto (Hanahan in Weinberg, 2011).  
2.3.3 Aktivacija invazije in metastazije 
Rakave celice, ki so sposobne lokalne invazije in metastaziranja, imajo spremenjeno obliko 
in se drugače pritrjajo na druge celice ter zunajcelični matriks. Prav tako je pri rakavih 
celicah zmanjšano oziroma popolnoma ustavljeno izražanje drugih pritrjevalnih molekul. 
Po drugi strani so v tumorjih bolj izražene tiste pritrjevalne molekule, ki so večinoma 
prisotne pri embriogenezi in vnetju (Hanahan in Weinberg, 2011). Proces invazije in 
metastaze je večstopenjski proces, ki vključuje biološke spremembe v celici.  
Pri metastazah ima pomembno vlogo laktat. Laktat spodbuja fibroblaste, ki so povezani s 
tumorjem, da izločajo hialuronsko kislino in s tem ustvarijo ugodne pogoje za migracijo 
celic (Walenta in Mueller-Klieser, 2004). Laktat stimulira endotelijske celice, da izločajo 
rastni dejavnik VEGF, kar sproži tvorbo žil (Beckert in sod., 2006). 
Na metastazo in napadalno rast rakavih celic vplivajo tudi sosednje stromalne celice v 
tumorju. Makrofagi na periferiji tumorja podpirajo lokalno invazijo tako, da proizvajajo 
encime, ki razgrajujejo matriks (Kessenbrock in sod., 2010).  
2.3.4 Omogočanje nenehnega podvojevanja 
Nenormalne celice imajo omejeno število uspešnih delitvenih ciklov. Omejitve se pojavijo 
zaradi dveh dogodkov: staranja (senescence), ki pomeni nepovraten vstop v stanje, ki ne 
omogoča nadaljnje proliferacije in ki ohranja celice žive; ter krize, ki vodi v celično smrt. 
Najprej se pojavi staranje, ki ji sledi krizna faza. V redkih primerih celice preživijo krizno 
fazo in te so opredeljene kot nesmrtne celice (Hanahan in Weinberg, 2011). 
Telomeri so odseki na koncih molekule DNA, ki vsebujejo ponavljajoča tandemska 
heksonukleotidna zaporedja. Ta zaporedja varujejo kromosomsko DNA pred 
združevanjem koncev kromosomov, kar bi povzročilo spremenjen kariotip in posledično 
celično smrt. Pri zdravih celicah se z večjim številom delitev telomeri krajšajo in to 
omejuje proliferacijo. Telomeraza je DNA-polimeraza, ki dodaja ponavljajoče odseke na 
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telomere molekule DNA. Ta polimeraza je prisotna pri nesmrtnih celicah, kot so rakave 
celice in je izražena v precej večji meri kot pri normalnih zdravih celicah. Večja aktivnost 
telomeraze pomeni odpornost celice na sprožitev staranja celic in krize, ki vodi v apoptozo 
(Hanahan in Weinberg, 2011). Telomerazna aktivnost omogoča dovolj dolga telomerna 
zaporedja, da se ne sprožita senescenca ali apoptoza.  
2.3.5 Sprožitev tvorbe žil (angiogeneze) 
Tumorji potrebujejo reden dotok hranil in kisika ter morajo izločati odpadne snovi in 
ogljikov dioksid. To omogoča tvorba novih žil in proces širjenja že obstoječega ožilja, 
imenovanega angiogeneza. Pri rasti tumorja je proces angiogeneze ves čas aktiven, kar 
pomeni neprekinjen nastanek novih žil (Hanahan in Folkman, 1996).  
Različni rastni dejavniki vplivajo na to, ali bo potekala angiogeneza ali ne (Wicki in 
Christofori, 2008). Nekateri izmed teh dejavnikov delujejo na stimulativne ali inhibitorne 
receptorje na površini endotelnih žilnih celic. Dva primera takšnih dejavnikov sta žilni 
endotelni rastni dejavnik A (VEGF-A) in trombospondin-1 (TSP-1) (Hanahan in 
Weinberg, 2011). Gen vegf-a kodira sintezo ligandov, ki nadzorujejo rast novih krvnih žil. 
Signaliziranje s temi ligandi je kompleksno in poteka na več nivojih (Mac Gabhann in 
Popel, 2008). Fibroblastni rastni dejavniki (FGF) prav tako spodbujajo angiogenezo (Wicki 
in Christofori, 2008). Dejavnik TSP-1 se veže na receptorje na epitelnih žilnih celicah in 
deluje zaviralno na angiogenezo (Kazerounian in sod., 2008).  
Krvožilje, ki nastaja v tumorjih, je heterogeno in nenormalno (Nagy in sod., 2010). V 
nekaterih tumorjih se pojavljajo območja brez krvnih žil, spet drugi tumorji so gosto 
prepredeni s krvožiljem (Olive in sod., 2010). Razvoj žil kompleksno uravnavajo rakave 
celice in stroma (Wicki in Christofori, 2008; Bergers in Benjamin, 2003). Na povečano 
izražanje dejavnikov, ki spodbujajo angiogenezo, vplivajo dominantni onkogeni in signali, 
ki  so produkti inflamatornih imunskih celic (Hanahan in Weinberg, 2011). K angiogenezi 
v tumorjih prispevajo tudi celice, ki izvirajo iz kostnega mozga. To so celice prirojenega 
imunskega sistema: neutrofilci, makrofagi, mieloidne progenitorske celice in mastociti 
(Zumsteg in Christofori, 2009).  
2.3.6 Upiranje celični smrti 
Apoptozna celična smrt je ovira za nastanek in razvoj raka (Adams in Cory, 2007). Vzroki 
za apoptozo so različni fiziološki stresi, s katerimi se celice soočajo in ki sprožijo 
spremembe v signalizaciji. Primera za to sta poškodbe na molekuli DNK in povečana 
raven signalizacije onkogenov (Hanahan in Weinberg, 2011). V apoptotsko mrežo so 
vključeni regulatorji in efektorske komponente. Regulatorji so razdeljeni v dve skupini, in 
sicer na tiste, ki zaznavajo in obdelujejo zunanje signale, in tiste, ki zaznavajo in 
obdelujejo notranje signale. Regulatorni proteini iz družine Bcl-2 zavirajo apoptozo 
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(Adams in Cory, 2007). Pri zaznavanju anomalij v celici je vključenih več senzorjev 
(Wright in McClelland, 2011). Rakave celice so razvile številne strategije, s katerimi 
preprečijo apoptozo ali se ji izognejo. Najpogosteje pride do spremembe proteina p53, ki 
izgubi sposobnost supresorja (Hanahan in Weinberg, 2011). 
Avtofagija je prav tako odziv na stresne pogoje v okolju. Proces avtofagije pomeni 
razgradnjo celičnih organelov in s tem celica pride do pomembnih gradbenih elementov, ki 
se uporabijo v energetskem metabolizmu in biosintezi. Avtofagna mreža ima, tako kot 
apoptoza, regulatorne in efektorske komponente. Signalna pot PI3K je skupna obema 
procesoma in kadar je ta pot prekinjena, se sproži apoptoza in/ali avtofagija (Levine in 
Kroemer, 2008). Stresne situacije imajo na tumorje tudi pozitivne učinke. Sproži se 
avtofagija, kar povzroči skrčenje celic, ki preidejo v stanje reverzibilne dormance. Takšne 
celice se lahko začnejo ponovno deliti in rasti, ko nastopijo ugodnejše razmere (White in 
DiPaola, 2009). 
Nekroza poteka tako, da celice nabreknejo, počijo in svojo vsebino izlijejo v okolje. Ta 
proces ni naključen, ampak je pod genetskim nadzorom (Galluzzi in Kroemer, 2008). 
Nekroza sprosti proinflamatorne signale, ki privabijo inflamatorne celice imunskega 
sistema, te celice stimulirajo rast tumorja (Hanahan in Weinberg, 2011). Poleg tega se 
izločajo regulatorni dejavniki, kot je npr. IL-1α, ki sproži proliferacijo okoliških celic 
(Grivennikov in sod., 2011).  
2.4 SIGNALNI MEHANIZMI, KI OMOGOČAJO DEREGULACIJO PRIMARNEGA 
METABOLIZMA PRI RAKAVIH CELICAH 
Pri rakavih celicah poteka intenzivna glikoliza in s tem celice dobijo veliko količino ATP 
ter intermediate, ki so potrebni za različne sintezne poti (Guppy in sod., 1993). Ti 
intermediati so ribozni sladkorji, ki se uporabijo za izgradnjo nukleotidov, glicerol in citrat 
se porabita za sintezo lipidov, nastajajo neesencialne aminokisline in preko oksidativne 
pentoza-fosfatne poti tudi molekule NADPH (DeBerardinis in sod., 2008). Proliferajoče 
celice pretvarjajo piruvat z encimom laktat dehidrogenaza A (LDH-A), ki obnavlja zalogo 
molekul NAD+ in proizvaja laktat, ki se lahko hitro izloči iz celice. Delovanje encima 
LDH-A sprožijo onkogeni (c-myc, HER2/neu in drugi) in stimulacija z mitogeni pri 
limfocitih (Fantin in sod., 2006).  
Proces anapleroze omogoča tvorbo intermediatov, ki so se izgubili s kataplerozo. Visoka 
stopnja anapleroze je pokazatelj celične rasti. Obstaja več mehanizmov anapleroze. Pri 
prvem se uporabi piruvat karboksilaza, ki tvori oksaloacetat direktno iz piruvata. Pri 
nekaterih rakavih celicah (npr. hepatoma celice) je aktivnost piruvat karboksilaze v 
primerjavi z normalnimi celicami zmanjšana (Hammond in Balinsky, 1978) kar nakazuje, 
da ta encim ni vpleten v proces anapleroze. Alternativni vir anapleroze je metabolizem 
aminokislin, še posebej glutamina. Celice lahko delno oksidirajo glutamin (to imenujemo 
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glutaminoliza).  Pri tem procesu nastajata NADPH in laktat (Reitzer in sod., 1979), zato je 
glutamin poglaviten vir energije za proliferajoče celice. 
Pri normalnih celicah vstop v celični cikel oziroma proliferacijo nadzorujejo rastni 
dejavniki in odgovarjajoče signalne poti. V teh procesih metaboliti s svojimi alosteričnimi 
efekti vplivajo na delovanje regulatornih encimov. Zagotavljanje visokih pretokov 
glikolize in glutaminolize je odvisno od povečanega vnosa glukoze in glutamina v celice. 
Če signalizacija z rastnimi dejavniki ni prisotna, se zmanjša izražanje transporterjev za 
hranila in s tem biosinteza makromolekul. V takih primerih se celice zatečejo k procesu 
avtofagije, s katerim pridobijo omejeno količino substratov in ATP. Tako lahko celice 
preživijo (Lum in sod., 2005). Mehanizmi, ki povezujejo signalizacijo in metabolizem, so 
ohranjeni pri rakavih in normalnih celicah. Rakave celice imajo mutacije, s katerimi je 
kronično povečan začetek signalizacije, in ki omogočajo, da ima celica določen metabolni 
fenotip (DeBerardinis in sod., 2008). Metabolizem pri proliferajočih celicah uravnava pot 
PI3K/Akt/mTor in transkripcijska dejavnika HIF-1α ter Myc.  
Signalna pot PI3K/Akt/mTor 
Pot PI3K/Akt/mTor je v normalnih celicah pod nadzorom rastnih dejavnikov. Ob vezavi 
rastnega dejavnika na membranski celični receptor se aktivira kinaza PI3K, ki fosforilira 
fosfatidilinozitolne lipide na celični membrani. Ti so vključeni v pridobivanje in/ali 
aktivacijo navzdol ležečih efektorjev, še posebej serin/treonin kinaz Akt in mTOR. 
Aktivacija te poti pospeši biosintezo v celici. Najprej se poveča število membranskih 
transporterjev za hranila na celični membrani in s tem vnos glukoze, aminokislin in drugih 
hranil (Edinger in Thompson, 2002). Drugič, Akt preko izražanja genov in encimske 
aktivnosti poveča glikolizo in produkcijo laktata ter lahko spodbudi Warburgov efekt pri 
netransformiranih ali rakavih celicah (Elstrom in sod., 2004). Tretjič, aktivacija te poti 
poveča biosintezo makromolekul. PI3K in Akt povečata izražanje lipidnih genov in sintezo 
lipidov (Bauer in sod., 2005), medtem ko je mTOR ključni regulator pri translaciji 
proteinov (Gingras in sod., 2001). Pri normalnih celicah je aktivacija sistema PI3K 
nadzorovana z defosforilacijo fosfatidilinozitola s fosfatazo PTEN. Pri malignih tvorbah je 
povečanje delovanja te poti mogoče doseči na več načinov, ki skupaj predstavljajo 
prevladujoč razred mutacij pri tumorjih. Pregled mutacij je prikazan v preglednici 1.  
Te mutacije aktivirajo PI3K, preprečijo aktivnost negativnih regulatorjev ali z določenimi 
aktivnostmi povečajo delovanje sistema. Mutacije povzročijo konstitutivno izraženo 
signalno pot PI3K/Akt/mTOR, ki je neodvisna od rastnih dejavnikov (Mao in sod., 2012). 
Aktivacija Akt je izredno pomemben člen za signalizacijo, ker lahko sam Akt pospeši 
glikolizo, produkcijo laktata in zavira razgradnjo makromolekul v rakavih celicah (Buzzai 
in sod., 2005).  
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Preglednica 1: Izbrane tumorigene mutacije, ki aktivirajo PI3K ali njegove efektorje (Povzeto po: 
DeBerardinis in sod., 2008) 
Gen Mutacije Rak Pogostost 
PIK3CA mutacija v aktivacijski točki Dojk 25 % 
  debelega črevesja >30 % 
 amplifikacija glave in vratu >35 % 
Akt2 amplifikacija jajčnikov 12 % 
  glave in vratu 30 % 
PTEN mutacija, izguba 
heterozigotnosti 
Glioma ≤40 % 





  akutna limfomična 
levkemija 
20 % 
HER2/neu genska ampflikacija Dojk 25 % 
EGFR genska ampflikacija, povečano 
izražanje 
Pljuč >50 % 
 
Hipoksija spodbudi porabo glukoze in produkcijo laktata pri celicah. Pri celicah sesalcev ta 
odziv nadzoruje kompleks transkripcijskega dejavnika HIF-1 (Gordan in Simon, 2007). 
Tarče kompleksa HIF-1 so geni, ki kodirajo zapise za encime glikolize (vključno s piruvat 
kinaznimi izoencimi), transporterje za glukozo in laktat dehidrogenazo A (O’Rourke in 
sod., 1996). Za delovanje tega sistema je potrebna podenota HIF-1α, ki je pod nadzorom 
poti PI3K/Akt/mTOR (Majumder in sod., 2004). Med normoksijo (normalna raven kisika) 
se s prolil hidroksilacijo zgodi posttranslacijska modifikacija HIF-1α, ki spodbuja 
povezavo z von Hippel-Lindau (VHL) tumorskim supresorjem, sledi vezava molekul 
ubikvitina na HIF-1α in razgradnja tega dejavnika. Med hipoksijo ROS (reaktivne kisikove 
spojine) zavirajo prolil hidroksilacijo, kar ima za posledico stabilizacijo proteina HIF-1α in 
transkripcijsko aktivnost kompleksa HIF-1 (Brunelle in sod., 2005). Takšna stabilizacija 
nastopi zaradi mutacije v genu za tumorski supresor VHL. Druge mutacije v genih za 
sukcinat dehidrogenazo in fumarat hidratazo stabilizirata HIF-1α z motnjami pri prolil 
hidroksilaciji, ki jo prepreči akumulacija sukcinata ali fumarata (Selak in sod., 2005). 
Mutacije v omenjenih genih pripomorejo k aerobni glikolizi. 
HIF-1 vpliva na metabolne pretoke, ki jih regulirajo rastni dejavniki (DeBerardinis in sod., 
2008). 
Pri proliferaciji poteka podvojevanje genoma, kar zahteva veliko predanost celice k sintezi 
nukleotidov. Za nadzor biosinteze nukleotidov je potrebno uskladiti metabolne pretoke, ki 
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vključujejo glutamin, glukozo, neesencialne aminokisline in celično zalogo molekul z enim 
ogljikom (DeBerardinis in sod., 2008).  
Družina genov myc (c-myc, L-myc, s-myc in N-myc), ki se izraža v človeških tumorjih, nosi 
zapis za transkripcijske dejavnike, ki vplivajo na vstop celice v celični cikel in njeno rast. 
Pri normalnih celicah stimulacija z mitogeni sproži povečano izražanje gena c-myc v fazi 
G1 celičnega cikla, kar pospeši vstop v fazo S celičnega cikla, delno tudi zaradi 
aktiviranega izražanja ciklinov in CDK4 (Adhikary in Eilers, 2005). Tarče 
transkripcijskega dejavnika c-Myc so encimi glikolize in laktat dehidrogenaza A (LDH-A), 
kar je bistvenega pomena za metabolizem pri rakavih celicah (Osthus in sod., 2000). 
Rastna dejavnika c-Myc in HIF-1 delujeta na isto tarčo, in sicer encim LDH-A, ki 
proizvaja laktat (O'Rourke in sod., 1996).  c-Myc sproži izražanje encimov, ki so vključeni 
v metabolizem nukleotidov in molekul z enim ogljikom, brez katerih celica ne bi mogla 
uspešno zaključiti faze S celičnega cikla. Encim c-Myc okrepi vpliv rastnih dejavnikov na 
metabolizem glukoze in nadzira specializirane metabolne poti, ki so potrebne za 
podvojevanje genoma (DeBerardinis in sod., 2008).  
Na sliki 4 je prikazana signalna mreža, ki uravnava metabolizem pri proliferajočih celicah. 
Pri signalizaciji pri rakavih celicah so vključene številne druge poti nekatere med njimi so: 
signalna pot Wnt/β-catenin (Vallée in sod., 2018), JNK signalna pot (Wagner in Nebreda, 
2009), signalna pot TGF-β (Massagué, 2000), signalna pot Hippo (Meng in sod., 2016), 
signalna pot Notch (Takebe in sod., 2014). 
  
Slika 4: Signalizacija pri proliferajočih celicah (DeBerardinis in sod., 2008) 
16 
Krajnc V. Test inhibitorjev … za zmanjšano produkcijo laktata pri izbranih tumorigenih celičnih linijah. 
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
2.5 IZOGIBANJE IMUNSKEMU SISTEMU 
Tumorji se razvijajo, ker imunski sistem ni sposoben učinkovito odstranjevati nenormalnih 
celic (Hirschhaeuser in sod., 2011). V rakavih celicah se intenzivneje izražajo imuno-
zaviralni citokini in v manjši meri aktivacijske molekule (Singer in sod., 2011). 
Zunajcelični laktat zavira diferenciacijo monocitov v dendritične celice in sproščanje 
citokinov iz dendritičnih ter citotoksičnih celic T (Gottfried in sod., 2006; Fischer in sod., 
2007). Laktat regulira transkripcijo in izločanje citokina IL-32 v humanih 
monocitih/makrofagih. IL-32 je citokin, ki spodbuja nastanek tumorjev in celic Th17, ki 
varujejo organizem proti zunajceličnim patogenom in so vpletene v avtoimunost (Shime in 
sod., 2008). Laktat ima lahko pozitivne in negativne vplive na T-celični imunski odziv. 
Dröge in sodelavci (1987) so preverjali vpliv laktata na mišjo populacijo celic T. V pogojih 
in vivo je laktat zavrl T-celični odziv, v pogojih in vitro pa ga je spodbudil (Dröge in sod., 
1987; Mihm in Dröge, 1985). Fischer in sodelavci (2007) so dokazali, da laktat zavre 
proliferacijo in izločanje citokinov v humanih TAA-specifičnih (ang. tumor-associated 
antigens) celicah T do 95% in citotoksičnost do 50 %. Pri monocitih se zmanjša izločanje 
dejavnika tumorske nekroze alfa (TNF-α) ob prisotnosti laktata (Dietl in sod., 2010). Z 
inhibitorjem laktat dehidrogenaze, imenovane oksamska kislina, so Dietl in sodelavci 
(2010) izničili učinke laktata.  
Aktivirane celice T uporabljajo glikolizo kot glavni vir energije in proizvajajo laktat. Tudi 
rakave celice proizvajajo veliko količino laktata, ki ga izločajo v zunajcelični prostor. 
Posledično se celice imunskega sistema ne morejo znebiti lastnega laktata, ker je izločanje 
le-tega odvisno od razmerja med znotraj- in zunajceličnim laktatom. V aktiviranih celicah 
T se akumulira laktat in moti normalen intracelularni metabolizem in njihovo delovanje 
(Fischer in sod., 2007). Znižane vrednosti pH v zunajceličnem prostoru zmanjša delovanje 
citotoksičnih celic T (Fischer in sod., 2007; Dietl in sod., 2010).  
Dendritične celice so ključni del prirojenega imunskega odziva in so sposobne procesiranja 
antigenov, med drugim tudi tumorskih celic, zato jim pripisujejo antitumorsko aktivnost 
(Banchereau in Steinman, 1998). Po drugi strani ostali avtorji opisujejo, da tumorsko 
okolje vpliva na diferenciacijo dendritičnih celic (Nefedova in sod., 2004; Almand in sod., 
2000). Gottfried in sodelavci (2006) so postavili 3D-modelni sistem, pri katerem so v 
procesu diferenciacije nastajale specifične dendritične celice, ki so imele nizko izražanje 
transmembranskega proteina CD1a in nizko izločanje molekul IL-12. 
2.6 LAKTAT 
V tumorjih je vsebnost laktata 40-krat višja kot pri normalnih celicah in je povezana z 
agresivnim napredovanjem raka ter nizko stopnjo preživetja pacientov (Brizel in sod., 
2001). Laktat izločajo celice s transporterji, ki prenašajo spojine z enim ogljikom (MCT). 
Izoobliki MCT1 in MCT4 se prekomerno izražata v rakavih celicah (Pinheiro in sod., 
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2012). Transkripcijski dejavnik HIF-1 je odgovoren za povečano izražanje transporterja 
MCT4 (Ullah in sod., 2006). Na povečano izražanje transporterja MCT1 vplivata 
transkripcijska dejavnika c-Myc in p53 (Doherty in sod., 2014; Boidot in sod., 2012).  
2.6.1 Vloga laktata pri angiogenezi 
Pri raku laktat spodbuja izražanje transkripcijskega dejavnika VEGF pri endotelijskih 
celicah (Dhup in sod., 2012). Laktat vstopa v endotelijske celice preko transporterja MCT1 
in v teh celicah sproži spremembo fenotipa, njihovo migracijo ter nastanek cevčic (Végran 
in sod., 2011). ››Oxamate‹‹ je inhibitor laktat dehidrogenaze, ki proizvaja laktat. Z 
dodatkom te molekule se zmanjša nastanek novih žil (Hunt in sod., 2008).  
2.6.2 Vloga laktata pri spodbujanju migracije celic in metastaziranja 
Laktat je pomemben dejavnik pri stimulaciji migracije celic. Pri rakavih celicah v 
možganskem tkivu laktat sproži izražanje transformirajočega rastnega dejavnika β2 (TGF-
β2), ki je ključen pri migraciji celic (Baumann in sod., 2009). Dodatek zunanjega laktata k 
rakavim celicam povzroči povečanje mobilnosti in naključnih migracij celic, kar sproži 
nastanek metastaz po drugih delih telesa (Goetze in sod., 2011).  
2.6.3 Vloga laktata pri izogibanju imunskem sistemu 
Laktat na več načinov pomaga pri izogibanju imunskem sistemu. Monociti so izhodne 
celice za makrofage, povezane s tumorji. Laktat prepreči migracijo monocitov in 
sproščanje TNF in IL-6 (Goetze in sod., 2011). Poleg tega laktat prepreči aktivacijo celic T 
(Fischer in sod., 2007) in diferenciacijo monocitov v dendritične celice (Gottfried in sod., 
2006). Laktat prav tako zavira delovanje naravnih celic ubijalk (Husain in sod., 2013). Z 
zakisanjem (pH = 6,5) lahko prav tako vpliva na delovanje imunskega sistema v tumorju 
(Choi in sod., 2013). Transporterji MCT prenašajo laktat skupaj s protoni in kadar je 
povečana njihova aktivnost, se močno poveča količina laktata in protonov v okolici celic 
(Michalek in Rathmell, 2010). Transporterji MCT delujejo tako, da prenašajo molekule 
vzdolž njihovega gradienta in če je količina laktata ter vodikovih protonov v okolici celic 
velika, teh molekul ne morejo več izločati iz celic. Zaradi tega je zmanjšana citotoksična 
aktivnost in sproži se apoptoza pri teh celicah (Fischer in sod., 2007).  
2.6.4 Vloga laktata pri oblikovanju tumorskega mikro-okolja 
Tumorsko tkivo je sestavljeno iz malignih celic, nerakavih stromalnih celic, imunskih 
celic, fibroblastov, limfatičnega tkiva in ožilja (San-Millán in Brooks, 2017). Vsi ti 
elementi vplivajo na razvoj tumorja (Chen in sod., 2015). Kislo okolje, v katerem se nahaja 
tumor, je ključno pri signalizaciji in interakciji različnih dejavnikov, ki vplivajo na razvoj 
raka. Za zakisanje okolja so odgovorne molekule laktata in protoni, ki se intenzivno črpajo 
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iz celic v izvencelični prostor (San-Millán in Brooks, 2017). V rakavih celicah je pH 
vrednost rahlo bazična (Stubbs in sod., 2000), medtem ko je v zunajceličnem prostoru pH 
vrednost od 5,5 do 7,0 (Justus in sod., 2013). 
2.6.5 Vloga laktata kot transkripcijskega dejavnika 
Laktatu pripisujejo tudi vlogo genskega regulatorja in spodbujevalca rakavega fenotipa pri 
celicah. Raziskovalci so inkubirali celice MCF-7 v laktatu, ki je povzročil povečano 
izražanje 4131 genov (Martinez-Outschoorn in sod., 2011). Hashimoto in sodelavci (2007) 
so opazili, da se je pri celicah L6 povečalo izražanje 673 genov ob dodatku laktata. Kot je 
opisano v prejšnjem poglavju, laktat vpliva na delovanje c-Myc in p53, tadva pa na 
izražanje transporterja MCT1 (Doherty in sod., 2014; Boidot in sod., 2012). Laktat aktivira 
tudi pomemben transkripcijski dejavnik HIF-1 pri različnih rakavih celičnih linijah 
(Semenza, 2010; De Saedeleer in sod., 2012). Laktat pomaga vzdrževati mitohondrijski 
metabolizem. Hussien in Brooks (2011) sta dokazala, da se mitohondrijske laktat 
dehidrogenaze izražajo v enaki meri v rakavih celicah kot tudi v kontrolnih celicah. 
Delujoči mitohondriji z oksidacijo laktata zadovoljujejo energetske potrebe v celicah 
(Hussien in Brooks, 2011). 
2.7 RAZVOJ UČINKOVIN 
2.7.1 3-bromopiruvat in dikloroacetat (DCA) 
3-bromopiruvat (3-BP) je analog piruvata, ki zavira glikolizo (Shoshan, 2012). 3-BP je 
visoko reaktivna elektrofilna snov, ki alkilira tiolne in cisteinske ostanke številnih 
makromolekul (Apfel in sod., 1984). Tarče delovanja 3-BP so: heksokinaza tipa II 
(Mathupala in sod., 2009), gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza (Ganapathy-Kanniappan 
in sod., 2010), sukcinat dehidrogenaza (Pereira da Silva in sod., 2009), endoplazmatski 
retikulum (Ganapathy-Kanniappan in sod., 2010) in lizosomi (Dell’Antone, 2006). Večina 
tarč 3-BP je del energetskega metabolizma, zato 3-BP učinkovito uničuje proliferajoče 
tumorske celice, ki imajo velike potrebe po ATP (Shoshan, 2012).  
V in vitro pogojih 3-BP zavira delovanje heksokinaze tipa II (Ko in sod., 2001). 3-BP 
povzroči kovalentne spremembe na tem encimu, ki potem disociira od mitohondrija in 
začne se sproščanje mitohondrijskega dejavnika, ki sproži apoptozo (ang. apoptosis 
inducing factor (AIF)) (Chen in sod., 2009). 3-BP zavira encim gliceraldehid-3-fosfat 
dehidrogenaza in s tem tudi dva koraka glikolize, pri katerih nastaja ATP (Shoshan, 2012). 
3-BP je tudi substrat za laktat dehidrogenazo, ki potem proizvaja 3-bromolaktat, ki ga 
sosednje tumorske celice ne morejo uporabiti kot vir energije (Sonveaux in sod., 2008). 3-
BP zavira delovanje sukcinat dehidrogenaze, ki je del cikla TKK. To vpliva na zmanjšano 
produkcijo ATP in sprožitev citotoksičnosti (Pereira da Silva in sod., 2009). Dodajanje 3-
BP k celicam sproži nastanek reaktivnih kisikovih snovi (Ganapathy-Kanniappan in sod., 
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2010; Kim in sod., 2008). Pri gliobastomskih celicah, ki so jih tretirali s 3-BP, so opazili 
razpad citokroma C, ki je del dihalne verige (Macchioni in sod., 2011). 3-BP zavira 
delovanje H+-ATPaze na vakuolah, kar povzroči spremembo gradienta vrednosti pH in s 
tem zmanjšanje količine ATP (Dell’Antone, 2006). Delovanje 3-BP je specifično za tumor 
zaradi transporterjev, ki so bolj izraženi v rakavih celicah in prenašajo 3-BP v celico 
(Dell’Antone, 2009).  
Pri uporabi 3-BP v kliničnih študijah se je izkazalo, da ima ta učinkovina precej stranskih 
učinkov. Ob intravenski administraciji učinkovine 3-BP povzroča žgoč občutek v žilah (El 
Sayed in sod., 2014). 3-BP se hitro pritrdi na molekule glutationa in serumske proteine na 
mestih, kjer so prisotne tiolne skupine (El Sayed in sod., 2017). V nekaterih primerih ni 
bilo zaznati hitrega odziva na 3-BP (El Sayed in sod., 2014). Nekatere rakave celice, ki so 
vsebovale večjo količino glutationa, so bile odporne proti delovanju 3-BP (Qin in sod., 
2010). 3-BP ni primeren za zdravljenje možganskih tumorjev, ker ta učinkovina ne more 
prestopiti krvno-možganske pregrade (Maeda in sod., 2000).  
Kompleks piruvat dehidrogenaze (PDC) katalizira pretvorbo piruvata v acetil-CoA, CO2 in 
NADH. Ta reakcija je ključna za uravnavanje cikla TKK, oksidativne fosforilacije in 
nastanek metabolnih intermediatov, kot je npr. citrat (Papandreou in sod., 2011). PDC je 
sestavljen iz treh katalitičnih komponent: piruvat dehidrohenaze, dihidrolipoamid 
transacetilaze in dihidrolipoamid dehidrogenaze. Piruvat dehidrogenaze kinaze (PDK1-4) 
zavirajo PDC in usmerijo pretvorbo piruvata v laktat. Dikloroacetat (DCA), ki je analog 
piruvata, stimulira delovanje PDC na dva načina. Prvi način je inhibicija delovanja 
encimov PDK in posledično se metabolizem preusmeri v oksidacijo glukoze (Bonnet in 
sod., 2007). PDK izoencimi so različno občutljivi na delovanje DCA: PDK3 je najbolj 
odporen na delovanje DCA, PDK2 je najbolj občutljiv in PDK1 ter PDK4 sta relativno 
občutljiva (Bowker-Kinley in sod., 1998). Drugi način delovanja DCA je stabilizacija 
kompleksa PDC, za katerega še ni znan molekularni mehanizem (Stacpoole in sod., 1978). 
Bonnet in sodelavci (2007) so v svoji študiji dokazali, da DCA zavira nastanek tumorjev, 
zmanjša njihov volumen in njihovo proliferacijo ter poveča apoptozo teh celic. DCA 
indirektno zavira nastanek in aktivnost HIF-1α (Sutendra in sod., 2013). Zmanjšana 
količina HIF-1α povzroči manjšo aktivnost PDK in s tem večjo aktivnost PDC (Ohashi in 
sod., 2013). 
2.7.2 Izbitje gena za laktat dehidrogenazo 
Laktat dehidrogenaza (LDH) je tetramerni encim, ki ima dve večji podenoti in sicer 
podenoti A in B, ki sta zaslužni za nastanek petih izoencimov. LDH-A oblika se v večji 
meri izraža v skeletnih mišicah in favorizira pretvorbo piruvata v laktat. LDH-B oblika pa 
je bolj izražena v srčni mišici in pretvarja laktat v piruvat (Le in sod., 2010). LDH-A je 
ključen encim pri nastanku laktata pri rakavih celicah. Na izražanje LDH-A vplivata 
transkripcijska dejavnika HIF-1 in c-Myc (Semenza in sod., 1996). Zmanjšano izražanje 
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gena za LDH-A je okrnilo transformacijo celic in zakasnilo nastanek tumorjev, kar 
nakazuje, da je LDH-A pomemben pri iniciaciji nastanka tumorjev (Fantin in sod., 2006).  
Le in sodelavci (2010) so preverjali vpliv majhne molekule FX11 (3-dihydroxy-6-methyl-
7-[phenylmethyl]-4-propylnaphthalene-1-carboxylic acid) na rakave celice. FX11 
preferenčno zavira LDH-A in ne LDH-B (Yu in sod, 2001). FX11 tekmuje z molekulami 
NADH za vezavno mesto na LDH-A. Pri celicah, ki so bile izpostavljene FX11, se je 
povečalo razmerje NADH/NAD+. Posledice inhibicije LDH-A z FX11 so: zmanjšana 
raven ATP, zmanjšan mitohondrijski membranski potencial, povečan oksidativni stres, ki 
prispeva k celični smrti (Le in sod., 2010). Kombinacija molekul FX11 in FK866, ki zavira 
sintezo NAD+, je bila bolj toksična za rakave celice kot posamezne učinkovine. Ta 
kombinacija je uspešno zavirala napredovanje tumorjev pri testnih živalih. Metabolizem 
rakavih celic je pri rasti celic na glukozi in v hipoksičnih razmerah odvisen od LDH-A, kar 
še poveča zaviralne učinke FX11 na rakave celice (Le in sod., 2010).  
2.7.3 3-PO 
Izoencimi 6-fosfofrukto-2-kinaze/fruktoza-2,6-bisfosfataze (PFKFB 1-4) nadzirajo 
koncentracijo fruktoza-2,6-bisfosfata, ki aktivira delovanje ključnega encima pri procesu 
glikolize 6-fosfofrukto-1-kinaze (Okar in Lange, 1999). Drugo ime za encim PFKFB je 
tudi PFK 2 (Rider in sod., 2004). Izoencim PFKFB 3 se bolj izraža pri levkemijah, raku 
prostate, debelega črevesja, dojk, trebušne slinavke, ščitnice, jajčnikov in pri pljučnem 
raku (Chesney in sod., 1999; Atsumi in sod., 2002; Calvo in sod., 2006). Na povečano 
izražanje gena PFKFB3 vplivajo onkoproteini HIF-1α, Ras in estrogenski receptor (Yalcin 
in sod., 2014). 3-PO (ang. 3-(3-pyridinyl)-1-(4-pyridinyl)-2-propen-1-one) je majhna 
molekula, ki deluje zaviralno na PFKFB 3. Molekulo 3-PO so identificirali z virtualno 
presejalno metodo ob uporabi superračunalnika. Pri tem so testirali prileganje različnih 
učinkovin iz baze podatkov na aktivno mesto encima PFK 2. Eden izmed učinkov 3-PO je 
zmanjšana znotrajcelična koncentracija fruktoza-2,6-bisfosfata in zavrt metabolni pretok 
preko glikolize v transformiranih celicah, kar zavre celično rast. 3-PO deluje zaviralno na 
celice, ki imajo mutacijo v genu ras. Molekula 3-PO zavira rast tumorjev pri rakavih 
celicah v in vitro pogojih. Prav tako se zmanjša produkcija fruktoza-2,6-bisfosfata v in 
vitro pogojih (Clem in sod., 2008). Citostatični vplivi 3-PO se zmanjšajo kadar se poveča 
količina znotrajceličnega fruktoza-2,6-bisfosfata ter poveča, kadar se zmanjša količina 
znotrajceličnega fruktoza-2,6-bisfosfata (Clem in sod., 2008).  
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Slika 5: Strukturi učinkovin 3-PO in PFK15 (Clem in sod., 2013) 
Iz učinkovine 3-PO so naredili derivate, med katerimi je izstopal PFK15. Ta je bolj 
učinkovit proti rekombinantnem encimu PFKFB3 (Clem in sod., 2013). Temu je sledil 
razvoj tretje generacije derivatov in s tem so dobili PFK158, ki ima izboljšane 
farmakokinetične lastnosti in je še bolj učinkovit pri zmanjšanju glikolitičnega pretoka v 
rakavih celicah (Telang, 2014). 
2.7.4 Razvoj učinkovin, razvitih na KI 
Na KI so izvedli virtualno presejalno metodo ob uporabi superračunalnika. Pri tem so 
testirali prileganje različnih majhnih molekul iz baze podatkov ZINC Drugs NOW 
Database na ATP-vezavno mesto encima PFK (PDB 4xyj) tipa M in tipa P. Izmed 4,5 
milijona molekul so izbrali 40 učinkovin, ki so kazale največje ujemanje in iz teh so 
določili 18 učinkovin za nadaljnje testiranje. Dve molekuli (inhibitor številka 3 in 9) sta 
zavrli delovanje rekombinantnega encima PFK1 in izločanje laktata pri tumorigeni celični 
liniji Jurkat. Z eksperimentom SeaHorse so zaznali zmanjšane glikolitične sposobnosti in 
manjšo proizvedeno količino protonov pri celicah Jurkat. Raziskovalci so dokazali, da 
lahko z zaviranjem delovanja zelo aktivne oblike encima PFK1 pri rakavih celicah 
zmanjšajo prekomerno glikolizo. Posledično ni več potrebe po ponovni oksidaciji NADH 
in s tem povezane produkcije laktata pri rakavih celicah. 
Znanstveno ime inhibitorja 3 je 2-[(5-benzo[1,3]dioxol-5-yl-1,3,4-oxadiazol-2-
yl)sulfanyl]-N-isoxazol-3-yl-acetamide in inhibitorja 9 je 3-methoxy-6-(3-{1-[(5-methyl-
1,2,4-oxadiazol-3-yl)methyl]-1H-pyrazol-3-yl}phenyl)pyridazine. 
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Slika 6: Struktura inhibitorja 3 
 
Slika 7: Struktura inhibitorja 9 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
Preglednica 2: Uporabljene celične linije 
Proizvajalec Celična linija 
ATCC, Manassas, VA, USA Caco-2 (ATCC št. HTB-37) 
 Colo829 (ATCC št. CRL-1974) 
 MCF-7 (ATCC št. HTB-22) 
 MCF-10A (ATCC št. CRL-10317) 
 MDA-MB-231 (ATCC št. HTB-26) 
KI, Ljubljana, Slovenija HEK293-T-REx, HEK293-T-REx nPFKM, 
HEK293-T-REx sfPFKM 
 
Preglednica 3: Uporabljena gojišča 
Proizvajalec Gojišče 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA DMEM + L-glutamin + 4,5 % glukoza +10 % FBS 
(katalogna št. 11966025) 
 RPMI 1640 Glutamax + 10 % FBS 
 Leibovitz's L-15 (katalogna št. 11415064) 
Lonza Group Ltd., Basel, Švica MEBM (katalogna št. CC-3151) + MEGM 
SingleQuots Kit (katalogna št. CC-4136) + kolera 
toksin 
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Preglednica 4: Uporabljena laboratorijska oprema 
Proizvajalec Laboratorijska oprema 
Eppendorf, Hamburg, Nemčija Avtomatske pipete (2,5 μl, 10 μl, 20 μl, 100 μl, 200 
μl), nastavki za pipete 
Gorenje, Slovenija Hladilnik, zamrzovalnik 
BioTek, Winooski, VT, USA Multi kanalni bralec Synergy™ Mx 
Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
 
Centrifuga Eppendorf MiniSpin 
Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Nemčija Centrifuga Universal 320R 
Iskra PIO d.o.o., Šentjernej, Slovenija Brezprašna komora MC 12-2 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA CO2 inkubator Heracell™ VIOS 160i 
 Avtomatični števec celic Invitrogen Countess™ 
(katalogna št. C10227) 
 SpeedVac™ SPD111V Modular Concentrator 
 Sistem za tekočinsko kromatografijo UltiMate TM 
3000 UHPLC System 
Applied Biosystems/MDS Sciex, Ontario, Kanada Masni spektrometer 4000 QTRAP LC-MS/MS 
System 
TPP, Trasadingen, Švica Gojitvene posodice 75cm2 
Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, Nemčija Centrifugirke, falkonke, nastavni za avtomatske 
pipete 
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Preglednica 5: Uporabljene kemikalije in pufri 
Proizvajalec Kemikalije/pufri 
Megazyme, Bray, Irska Komplet L-Lactic Acid (L-Lactate) Assay Kit 
ATCC, Manassas, VA, USA Komplet XTT Cell Proliferation Assay Kit 
(katalogna št. 30-1011K) 
Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija PBS 
 FBS 





KI, Ljubljana, Slovenija MiliQ voda 
 
Preglednica 6: Uporabljena inhibitorja 
Proizvajalec Inhibitor 
Enamine, Monmouth, NJ, USA Inhibitor 3 
ChemBridge, San Diego, CA, USA Inhibitor 9 
3.2 ODMRZOVANJE CELIC 
Vialo smo iz tekočega dušika prestavili v škatlo iz stiroporja, ki je vsebovala led, in jo 
prenesli v celični laboratorij. V celičnem laboratoriju smo odmrznili vialo na sobni 
temperaturi, da je vsebina postala tekoča. Odmrznjene celice smo zbrali s centrifugiranjem 
(5 minut na 1200 rpm). Po centrifugiranju smo previdno odsesali supernatant in pelet celic 
resuspendirali v svežem gojišču. Namen tega je bil, da odstranimo DMSO, ki je bil 
prisoten v gojišču pri zmrznjenih celicah. Peletu celic smo dodali sveže gojišče in to 
prestavili v gojitvene posodice s površino 75 cm2 in dodali še 3-5 ml svežega gojišča. 
Gojitvene posodice smo prestavili v inkubator, ki je imel temperaturo 37 °C in delež CO2 
5%. 
3.3 PASAŽA CELIC 
Pri pritrjenih celicah smo najprej odsesali izrabljeno gojišče, ki bi lahko zaviralo delovanje 
tripsina. V gojitveno posodico smo nato dodali 7-8 ml ogretega pufra PBS, da smo sprali 
morebitne ostanke gojišča. Odsesali smo PBS. Sledil je dodatek 3 ml ogretega tripsina na 
pritrjene celice. Gojitveno posodico smo dali nazaj v inkubator za 2-3 minute, da so se 
celice odlepile od podlage. Ko so se celice odlepile od podlage, smo dodali 7 ml svežega 
ogretega gojišča in s tem zaustavili delovanje tripsina ter vsebino rahlo premešali s 
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pipetiranjem. Celotno vsebino gojitvene posodice smo prestavili v sterilno centrifugirko in 
centrifugirali 5 minut na 1500 rpm. Po centrifugiranju smo odsesali gojišče, dodali 10 ml 
svežega gojišča in resuspendirali pelet celic. Del celične suspenzije smo prenesli v novo 
gojitveno posodico in dodali malo svežega gojišča.  
3.4 TEST ZA MERJENJE LAKTATA 
Izhodišče za test je gojitvena posodica, katere dno je skoraj popolnoma preraslo s celicami. 
Izvedemo predhodno opisan postopek tripsinizacije in s tem dobimo suspenzijo celic. 
Najprej je potrebno prešteti celice in določiti število celic v suspenziji. Vzeli smo 10 μl 
celične suspenzije in jo prenesli v novo mikrocentrifugirko. Temu smo dodali enako 
količino (10 μl) barvila TripanBlue, ki obarva mrtve celice modro, v žive celice barvilo ne 
prodre. Vsebino mikrocentrifugirke smo premešali s pipetiranjem in vzeli 10 μl mešanice 
ter jo nanesli na posebno objektno stekelce, ki je namenjeno štetju celic. Objektno stekelce 
smo vstavili v napravo za štetje celic CountessTM (Thermo Fisher Scientific), na kateri smo 
prej nastavili program za štetje makrofagov, ki je ustrezen tudi za štetje celic, ki smo jih 
uporabljali v svojih poskusih. Aparat prešteje celice in poda število celic v vzorcu ter 
njihovo viabilnost. Preračunali smo, kakšen volumen celične suspenzije moramo vzeti, da 
bo na plošči ustrezno začetno število živih celic. Poskus za merjenje laktata smo izvajali na 
plošči z 12 luknjicami, v katerih je bil začetni volumen gojišča 2 ml. V posamezno 
luknjico smo dodali ustrezno količino celične suspenzije in dopolnili s svežim gojiščem do 
2 ml. V posamezno luknjico smo dodali ustrezno količino inhibitorja (raztopljenega v 
DMSO) tako, da so bile koncentracije inhibitorja sledeče: 25 μM, 50 μM, 100 μM in 200 
μM. Kot kontrolo smo k celicam dodali enake volumne DMSO kot prej inhibitorja. Ploščo 
smo inkubirali na 37 °C in z deležem CO2 5 %. 
Sledilo je vzorčenje na 12 ur ali 24 ur. Gojitveno posodico smo vzeli iz inkubatorja in iz 
vsake luknjice v sterilnih pogojih odvzeli po 50 μl vzorca in ga dali v mikrocentrifugirko. 
Potem smo mikrocentrifugirke z vzorci centrifugirali na 1500 rpm za 4 minute. Po 
centrifugiranju smo iz vsake mikrocentrifugirke previdno vzeli suprenatant in ga prenesli v 
novo mikrocentrifugirko. Tako pripravljene vzorce smo takoj uporabili za nadaljnjo 
analizo ali pa jih shranili v zamrzovalniku pri –20 °C. 
3.4.1 Princip encimatskega določanja laktata 
Za merjenje laktata smo uporabili komplet L-Lactic Acid (L-Lactate) Assay Kit 
(Megazyme). Kvantifikacija laktata je pri tem testu osnovana na dveh kemičnih reakcijah. 
Prvo reakcijo katalizira encim L-laktat dehidrogenaza (L-LDH), ki oksidira laktat s 
pomočjo nikotinamidadenindinukleotida (NAD+) v piruvat in pri tem nastane NADH2. Ker 
je kemijsko ravnovesje pomaknjeno v smer reaktantov, je potrebno nastali piruvat 
porabljati z drugo reakcijo. Encim D-glutamat-piruvat transaminaza (D-GTP) v drugi 
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reakciji ob prisotnosti presežka D-glutamata pretvori piruvat v D-alanin in 2-oksoglutarat. 
Količina molekul NADH, ki nastane pri reakciji, je v sorazmerju s količino laktata. 
Količino NADH smo določali s spektrofotometrom pri 340 nm ob uporabi umeritvene 
krivulje. 
3.4.2 Postopek encimatskega določanja laktata 
Sam postopek je potekal na mikrotitrski plošči s 96 luknjicami. V vsako luknjico je bilo 
potrebno dodati najprej 150 μl destilirane vode. Sledil je dodatek 50 μl pufra, 10 μl 
raztopine NAD+/PVP, 10 μl vzorca in 2 μl encima D-GTP. Vsebino luknjice smo nato 
rahlo premešali s pipetiranjem. Pomerili smo absorbanco pri 340 nm z multikanalnim 
bralcem Synergy™ Mx (BioTek). V vsako luknjico smo dodali še 2 μl encima L-LDH in 
pomerili absorbanco pri 340 nm v intervalih po 5 minut. Pri meritvah, izmerjenih pri 
različnih časovnih intervalih, smo najprej ugotovili, do kdaj je absorbanca naraščala 
linearno. Za določanje laktata smo vzeli rezultate zadnje meritve linearnega naraščanja. Od 
te vrednosti smo odšteli prvo meritev absorbance vzorca, ki mu še ni bil dodan encim L-
LDH. Dobljeni rezultat smo vstavili v enačbo umeritvene krivulje in dobili količino laktata 
v vzorcu. 
Za umeritveno krivuljo smo pripravili raztopine standarda laktata od 0 μg/ml do 60 μg/ml. 
Dobljeno enačbo umeritvene krivulje smo uporabili za izračun količine laktata pri vzorcih.  
  
28 
Krajnc V. Test inhibitorjev … za zmanjšano produkcijo laktata pri izbranih tumorigenih celičnih linijah. 
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
3.5 TEST XTT 
3.5.1 Princip testa XTT 
Za test XTT smo uporabili komplet XTT Cell Proliferation Assay Kit (ATCC), ki vsebuje 
reagent XTT in aktivacijski reagent PMS.  
Reagent XTT je brezbarven oziroma rahle rumene barve, ki se pri reakciji reducira v 
formazan, ki je intenzivne oranžne barve. Test XTT meri količino reduciranih piridinskih 
nukleotidov v celici. Aktivacijski reagent PMS je posrednik pri tej reakciji, ki sprejema 
elektrone in reducira molekule XTT v formazan. Nastali formazan smo določili 
kolorimetrično z multikanalnim bralcem.  
 
Slika 8: Redukcija XTT v formazan (Prirejeno po: Berridge in sod., 2005) 
3.5.2 Postopek določanja števila celic s testom XTT 
Najprej smo iz gojitvene posodice odlepili celice in pripravili celično suspenzijo, v kateri 
smo prešteli celice z napravo CountessTM (Thermo Fisher Scientific). Test XTT je potekal 
v mikrotitrski plošči s 96 luknjicami. Za en poskus smo potrebovali več plošč, ker se po 
izvedbi testa na določeni plošči, ta ne more več uporabiti znova. V vsako luknjico smo 
dodali 100 μl celic, katerih končno število je bilo 5x105 cel/ml. K celicam smo dodali 
inhibitor v ustreznih koncentracijah in k drugim DMSO kot kontrolo. Nato smo vse plošče 
dali v inkubator na 37 °C in delež CO2 5 %. Po določenem času inkubacije smo vzeli eno 
ploščo, ostale pa inkubirali naprej. Pripravili smo mešanico dveh reagentov (50 delov 
reagenta XTT in 1 del aktivacijskega reagenta). V vsako luknjico smo dodali po 50 μl 
mešanice reagentov in ploščo inkubirali še 3 ure. Po 3 urah smo pomerili absorbanco 
najprej pri 460 nm in še pri 690 nm z multi kanalnim bralcem Synergy™ Mx (BioTek).  
Sledila je obdelava izmerjenih absorbanc. Najprej smo od absorbance pri 460 nm odšteli 
tisto pri 690 nm. Od tega smo odšteli ozadje (meritev absorbance samega gojišča brez 
celic) in tako dobili rezultat ter s pomočjo umeritvene krivulje izračunali število celic v 
danem vzorcu. 
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3.6 PRIPRAVA VZORCA ZA MASNO SPEKTROMETRIJO PRI CELICAH CACO-2 
V gojitveni posodici s površino 75 cm2 smo gojili celice. Ko so celice prerasle cca. 90 % 
površine, so bile pripravljene za poskus. 
Na dan poskusa smo 2 uri pred vzorčenjem zamenjali izrabljeno gojišče (z ali brez 
inhibitorja v 100 μM koncentraciji) s svežim in dali celice nazaj v inkubator. Po 2 urah 
smo odsesali gojišče in dodali metanol (metanol : voda = 80 : 20), ki je bil ohlajen na –80 
°C. Gojitveno posodico s celicami smo dali na –80 °C za 15 minut. Po 15 minutah smo po 
dnu posodice postrgali s strgalom, da so se celice odlepile od dna. Temu je sledila 30-
sekundna sonifikacija celic, ki je povzročila razgradnjo celičnih membran in sprostitev 
intracelularnih metabolitov v metanol. Prenesli smo celotno suspenzijo v centrifugirko in 
jo dali centrifugirat za 5 minut na 5000 rpm in –10 °C. Odvzeli smo supernatant, ki ni več 
vseboval netopnih celičnih delcev, ga spravili v novo centrifugirko in jo dali na led. Pelet 
celic, ki je vseboval celični debris, smo sprali z metanolom in centrifugirali. Ta postopek 
smo ponovili dvakrat. Po tretjem centrifugiranju smo supernatant odvzeli in ga dodali k 
tistim od prej, pelet celičnega debrija smo zavrgli. K skupnem supernatantu smo dodali 
miliQ vodo in kloroform (2,5 dela kloroforma in 1 del miliQ vode). Vsebino centrifugirke 
smo dobro premešali. Sledilo je centrifugiranje (5 minut, 2300 g na 4 °C). Po 
centrifugiranju sta nastali 2 fazi: vodna faza z metanolom in faza s kloroformom. Odvzeli 
smo vodno fazo, ki je vsebovala metabolite in metanol ter jo dali na napravo SpeedVak na 
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4 REZULTATI 
4.1 TEST PRODUKCIJE LAKTATA PRI CELIČNI LINIJI CACO-2 OB 
PRISOTNOSTI INHIBITORJEV 
 
Slika 9: Test produkcije laktata pri celicah Caco-2 z dodanim inhibitorjem 3 
Celice Caco-2 smo gojili v gojišču DMEM + L-glutamin + 4,5 % glukoza +10 % FBS.  
Celice Caco-2 so pritrjene epitelne celice, ki izhajajo iz rakavega tkiva debelega črevesa 
pri človeku. Pri celicah Caco-2 ni bilo zaznati inhibicije do 36. ure tudi pri nižjih 
koncentracijah inhibitorja 3. Ob času 36 ur je vidna popolna inhibicija pri vseh 
koncentracijah inhibitorja. Inhibitor 3 deluje na celice Caco-2 najbolj učinkovito pri 
najvišji 200 μM koncentraciji. 
 
Slika 10: Test produkcije laktata pri celični liniji Caco-2 z dodanim inhibitorjem 9 
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Inhibitor 9 ima zaviralni učinek na celice Caco-2, ki je je opazen predvsem do 72. ure in je 
intenzivnejši pri višjih koncentracijah inhibitorja 9. Na sliki 10 je prikazano, da je bila pri 
kontroli produkcija laktata višja kot pri vseh koncentracijah inhibitorja 9 ob času 72 ur. 
Med količino laktata pri 100 μM in pri 200 μM ni bistvene razlike, zato na določenem delu 
grafa črta od 100 μM koncentracije inhibitorja prekriva tisto od 200 μM. Po 72 urah pri 
vseh vzorcih koncentracije laktata močno poskočijo. Pri 25 μM in 50 μM koncentraciji 
inhibitorja je pri 72 urah opazen skok v hitrosti tvorbe laktata. 
4.2 TEST PRODUKCIJE LAKTATA PRI CELIČNI LINIJI COLO829 OB 
PRISOTNOSTI INHIBITORJA 
Celice Colo829 smo gojili v gojišču RPMI 1640 Glutamax + 10 % FBS. Celice Colo829 
so pritrjene fibroblastne celice, ki izhajajo iz kožnega raka (melanoma) pri človeku. Pri 
tumorigenih celicah Colo829 ima inhibitor 3 ponovno najmočnejši vpliv na produkcijo 
laktata pri 200 μM koncentraciji. Inhibicija produkcije laktata zaradi inhibitorja 3 je 
odvisna od koncentracije. Pri 25 μM koncentraciji inhibitorja se po 56 urah pojavi 
intenzivnejša produkcija laktata. Ob primerjavi kontrole z vzorci, ki imajo dodan inhibitor, 
se koncentracija laktata povprečno ne razlikuje več kot za 5 μg/ml. To nakazuje, da 
inhibitor 3 nima bistvenega vpliva na produkcijo laktata pri celicah Colo829 pri 
koncentraciji inhibitorja 25 μM. 
 
Slika 11:Test produkcije laktata pri celični liniji Colo829 z dodanim inhibitorjem 3 
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4.3 TEST PRODUKCIJE LAKTATA PRI RAZLIČNIH FAZAH RAKA DOJKE 
4.3.1 Test produkcije laktata pri netumorigeni celični liniji MCF-10A ob prisotnosti 
inhibitorja 
Celice MCF-10A smo gojili v gojišču MEBM + MEGM SingleQuots Kit + kolera toksin. 
Celice MCF-10A so pritrjene epitelne netumorigene celice, ki izvirajo iz tkiva dojk 
bolnice, obolele za fibrocistično boleznijo. Opazili smo, da je koncentracija laktata pri 
celicah brez dodanega inhibitorja nižja kot od dodatku inhibitorja 3, ker same celice slabo 
kopičijo laktat. Po 72 urah je pri kontroli samo 12,24 μg/ml laktata, kar je 4,4-krat manj 
kot pri tumorigeni celični liniji MCF-7 (slika 13). Pri celični liniji MCF-10A praktično ni 
razlike med produkcijo laktata ob dodanem inhibitorju ali pri kontroli, kjer ni dodanega 
inhibitorja. Proti koncu poskusa se je nekoliko povišala koncentracija laktata zaradi 
večjega števila celic. 
 
Slika 12: Test produkcije laktata pri celični liniji MCF-10A z dodanim inhibitorjem 3 
4.3.2 Test produkcije laktata pri nizko agresivni tumorigeni celični liniji MCF-7 ob 
prisotnosti inhibitorja 
Celice MCF-7 smo gojili v gojišču EMEM + Gln + 10 % FBS. Celice MCF-7 so pritrjene 
epitelne celice, ki izvirajo iz bolnice, ki je obolela za adenokarcinomom dojk. Pri celicah 
MCF-7 ima inhibitor 3 močan vpliv na preprečitev tvorbe laktata. To je razvidno iz grafa 
na sliki 13, ki kaže, da je pri kontroli produkcija laktata višja za 2,8-krat kot od dodanem 
inhibitorju s koncentracijo 25 μM ob koncu poskusa. 48 ur od dodatka inhibitorja 
koncentracija laktata praktično ni več naraščala. Produkcija laktata je zavrta že pri najnižji 
koncentraciji le-tega. Opazi se tudi odvisnost delovanja inhibitorja od njegove 
koncentracije, saj ta pri najvišji koncentraciji hitreje zaustavi produkcijo laktata.  
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Slika 13: Test produkcije laktata pri  celični liniji MCF-7 z dodanim inhibitorjem 3 
4.3.3 Test produkcije laktata pri metastazni tumorigeni celični liniji MDA-MB-231 
ob prisotnosti inhibitorja 
Celice MDA-MB-231 smo gojili v gojišču Leibovitz's L-15, kjer prevladuje galaktoza kot 
vir ogljika. Celice MDA-MB-231 so pritrjene tumorigene epitelne celice, ki izvirajo iz 
tkiva dojk bolnice, obolele za adenokarcinomom dojk. Pri celicah MDA-MB-231 ni 
zaznati inhibicije produkcije laktata. Količina laktata začne hitro naraščati, še posebej pri 
25 μM koncentraciji inhibitorja 3. Količina laktata je pri kontroli nizka, v dveh časovnih 
točkah je celo najnižja. Produkcija laktata pri kontroli je bila pri celicah MDA-MB-231 za 
13 μg/ml nižja kot pri kontroli celic MCF-7 (slika 13). Inhibitor 3 ni bil učinkovit za 
zmanjšanje produkcije laktata pri celični linji MDA-MB-231 pri teh pogojih gojenja.  
 
Slika 14: Test produkcije laktata pri celični liniji MDA-MB-231 z dodanim inhibitorjem 3 
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4.4 TEST PRODUKCIJE LAKTATA PRI GENETSKO MODIFICIRANIH CELICAH 
HEK 
Transficirane celične linije HEK293-T-REx, HEK293-T-REx nPFKM in HEK293-T-REx 
sfPFKM so pripravili na KI (Šmerc in sod., 2011). 
4.4.1 Test produkcije laktata pri celicah HEK293-T-REx ob prisotnosti inhibitorja 
Celice HEK293-T-REx predstavljajo netumorigeno celično linijo, pridobljeno iz humanih 
embrionalnih ledvičnih celic. T-REx sistem, ki je vgrajen v divji tip HEK293 celic, 
omogoča vgradnjo izbranega gena v kromosom in s tem stabilno transfekcijo. Celice 
HEK293-T-REx smo gojili v gojišču RPMI 1640 Glutamax + 10 % FBS. Celice z dodanim 
inhibitorjem imajo v začetnem delu poskusa manjšo produkcijo laktata v primerjavi s 
kontrolo. Pri celicah HEK293-T-REx se vidi, da inhibitor 3 nima bistvenega vpliva na 
produkcijo laktata, saj je končna koncentracija laktata med 70 μg/ml in 80 μg/ml. Opazna 
je odvisnost produkcije laktata od koncentracije inhibitorja, saj se pri času 58 ur vidi, da je 
največja produkcija laktata pri najnižji koncentraciji inhibitorja in najnižja količina laktata 
pri največji koncentraciji inhibitorja 3.  
 
Slika 15: Test produkcije laktata pri celicah HEK293-T-REx z dodanim inhibitorjem 3 
4.4.2 Test produkcije laktata pri celicah HEK293-T-REx nPFKM, ki nosijo dodatni 
gen za nativni protein ob prisotnosti inhibitorja 
HEK293-T-REx nPFKM so celice HEK z dodanim nativnim fragmentom encima 6-
fosfofrukto kinaze. Celice smo gojili v gojišču RPMI 1640 Glutamax + 10 % FBS. 
Inhibitor 3 nima močnega vpliva na te celice, saj je pri 72 urah vrednost laktata pri 25 μM 
narastla skoraj do 80 μg/ml. Vrednost laktata je pri najvišji koncentraciji inhibitorja 3 po 
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72 urah le malo manjša od same kontrole, kar še dodatno dokazuje slabo učinkovitost 
inhibitorja 3 na to celično linijo.  
 
Slika 16: Test produkcije laktata pri celicah HEK293-T-REx nPFKM z dodanim inhibitorjem 3 
4.4.3 Test produkcije laktata pri celicah HEK293-T-REx sfPFKM, ki vsebujejo 
dodatni gen za visoko aktiven kratek fragment proteina PFK-M ob prisotnosti 
inhibitorjev 
 
Slika 17: Test produkcije laktata pri celicah HEK293-T-REx sfPFKM z dodanim inhibitorjem 3 
Celice HEK293-T-REx sfPFKM so celice HEK, ki imajo vnesen kratek visoko aktiven 
fragment encima 6-fosfofrukto kinaze, ki je značilen za rakave celice. Celice smo gojili v 
gojišču RPMI 1640 Glutamax + 10 % FBS. Inhibitor 3 nima vpliva na produkcijo laktata 
pri tej celični liniji pri danih pogojih. Končna koncentracija laktata je tudi pri kontroli pri 
celicah HEK293-T-REx sfPFKM 2,1-krat nižja kot pri celicah HEK293-T-REx ob istem 
času. 
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Slika 18: Test produkcije laktata pri celicah HEK293-T-REx sfPFKM z dodanim inhibitorjem 9 
Inhibitor 9 močno zavira produkcijo laktata do 36. ure, potem količina laktata začne 
naraščati. Končne vrednosti laktata pri celicah z dodanim inhibitorjem 9 so precej podobne 
tistim z dodanim inhibitorjem 3. 
Pri skoraj vseh primerih transformiranih celic HEK je bila na začetku vrednost laktata 
nizka. To nakazuje, da imajo najverjetneje te celice daljšo prilagoditveno (lag) fazo. 
Naraščanje laktata opazimo šele po 24 urah. 
4.5 MASNA SPEKTROMETRIJA 
Celice Caco-2 smo uporabili za preverjanje vsebnosti metabolitov glikolize z masno 
spektrometrijo. Pri celicah z dodanim inhibitorjem 3 s koncentracijo 100 μM je v 
primerjavi s kontrolo nižja produkcija laktata in piruvata. To nakazuje na zmanjšano 
delovanje 6-fosfofrukto kinaze-1 v primerjavi s celicami, pri katerih encim PFK1 ni 
inhibiran. To trditev potrjuje tudi večja količina fruktoza-6-fosfata, ki je substrat za encim 
PFK1. Zaradi zmanjšanega delovanja PFK1 se zmanjša tudi nastala količina NADH. 
Posledično tudi ni več potrebna tako intenzivna redukcija piruvata v laktat za obnavljanje 
zalog NAD+. Pri kontroli je več laktata, piruvata in NADH. Te molekule v glikolizi 
nastajajo v reakcijah navzdol od encima PFK1. Ob dodanem inhibitorju 3 je večja količina 
fruktoze-6-fosfata, ki se v poti glikolize nahaja navzgor od encima PFK1.  
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Slika 19: Intermediati glikolize pri celični liniji Caco-2 z dodanim inhibitorjem 3 in brez njega 
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5 RAZPRAVA 
Rakave celice imajo močno spremenjen metabolizem, pri katerem pospešeno porabljajo 
glukozo in jo pretvarjajo v laktat, kar se imenuje Warburgov efekt (Vander Heiden in sod., 
2009). Na nastanek tega procesa najverjetneje vpliva posttranslacijska modifikacija encima 
PFK1 (Šmerc in sod., 2011). 
V magistrski nalogi smo preverjali vpliv dveh visoko aktivnih inhibitorjev, ki delujeta na 
oblike PFK1 encimov, ki so specifične za rakave celice. Cilj naloge je bil najti inhibitor, ki 
bi znižal prekomerno aktivnost encima PFK-P in tako metabolni pretok preko glikolize 
približal tistemu, ki je značilen za normalne celice. Zmanjšan metabolni pretok preko 
glikolize pomeni tudi manjšo produkcijo molekul NADH in s tem ni več potrebe po tvorbi 
laktata. Pri nekaterih celičnih linijah je bila produkcija laktata zavrta, pri drugih inhibitorja 
na to nista imela vpliva.  
Tumorigene celice Caco-2 izhajajo iz adenokarcinoma na debelem črevesu človeka. Ob 
dodatku inhibitorja 3 so celice imele bistveno manjšo produkcijo laktata kot kontrola. To 
nakazuje, da ima inhibitor 3 zelo verjetno inhibitoren vpliv na delovanje encima PFK-P, ki 
je pri rakavih celicah posttranslacijsko spremenjen. Pri kontroli je ob koncu poskusa 
količina laktata močno narasla, kar bi lahko bila posledica večjega števila celic v gojišču.  
Pri celični liniji Caco-2 smo preverjali tudi vpliv inhibitorja 9. Ta deluje rahlo zaviralno na 
produkcijo laktata, vendar samo do 72 ur. To je vidno na sliki 10. Po tej časovni točki pa se 
moč inhibitorja zmanjša in produkcija laktata začne naraščati. To se najverjetneje zgodi 
zaradi razgradnje inhibitorja v gojišču ali v celicah. Kljub temu je opazna znatna odvisnost 
moči inhibitorja od njegove koncentracije, saj je ob koncu poskusa najmanjša proizvedena 
količina laktata pri 200 μM koncentraciji inhibitorja. Kontrola ima podobno produkcijo 
laktata kot celice z dodanim inhibitorjem, zato lahko sklepam, da proti koncu poskusa 
inhibitor 9 izgubi svojo vlogo pri celicah Caco-2. Za povečanje učinkovitosti bi bilo 
verjetno potrebo periodično dodajanje inhibitorja 9 na vsakih 48 ur. 
Pri tumorigenih celicah Colo829 (melanom) inhibitor 3 v nižjih koncentracijah nima 
močnega vpliva na produkcijo laktata, kljub temu pa se vidi odvisnost od postopnega 
povečanja koncentracije le-tega. Ob koncu poskusa se pri vseh celicah z dodanim 
inhibitorjem 3, še posebej pri 25 μM koncentraciji, poveča produkcija laktata. Razlog za 
neodzivnost na inhibitor bi lahko bil postopen razpad molekul inhibitorja 3 in posledičen 
upad koncentracije le-tega. 
Test produkcije laktata smo izvedli tudi pri treh celičnih linijah, ki so izolirane iz različnih 
faz raka dojke. Celična linija MCF-10A je netumorigena celična linija, ki izhaja iz epitelija 
dojk. Celična linija MCF-7 predstavlja nizko agresivne tumorigene celice, ki izhajajo iz 
adenokarcinoma dojk. Celice MDA-MB-231 pa predstavljajo metastazno tumorigeno 
celično linijo iz epitelnih celic adenokarcinoma dojk. Inhibitor 3 je bil najbolj učinkovit pri 
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celicah MCF-7, kjer je uspešno zavrl produkcijo laktata. Pri netumorigeni celični liniji 
MCF-10A je bila produkcija laktata pri vseh celicah (kontrolnih in ob dodanem inhibitorju) 
zelo nizka v primerjavi s celicami MCF-7. Pri netumorigenih celicah MCF-10A naj ne bi 
bilo Warburgovega efekta in s tem prekomerne količine molekul NADH, ki bi jih bilo 
potrebno reoksidirati s pomočjo laktata. Celično linijo MDA-MB-231 smo izbrali kot 
predstavnico agresivne metastazne tumorigene celične linije. Pri eksperimentu s to celično 
linijo ni bilo zaznati vpliva inhibitorja 3. Razlog za to je najverjetneje v tem, da smo kot 
gojišče uporabili Leibovitz (L-15) gojišče, ki so ga za rast te celične linije priporočili na 
ATCC. Šele kasneje smo ugotovili, da to gojišče ne vsebuje glukoze kot vir ogljika, ampak 
galaktozo. Ta molekula se ne pretvori preko klasične glikolizne poti, kjer ima pomembno 
vlogo encim PFK1, ki je ključen za naš eksperiment. Laktat se najverjetneje tvori po drugi 
metabolni poti, zato inhibiran encim PFK1 ne igra pomembne vloge pri produkciji laktata. 
Pri celični liniji MDA-MB-231 brez dodanih inhibitorjev (kontrola), ki je prikazana na 
sliki 14, je vrednost laktata nižja kot pri kontroli celične linije MCF-7, kar je prikazano na 
sliki številka 13. Pričakovati je bilo ravno obratne rezultate, ker je celična linija MDA-MB-
231 metastazna oblika. Tudi to potrjuje ugotovitev, da gojišče L-15 ni ustrezno za študijo 
produkcije laktata pri celicah MDA-MB-231 in bi eksperiment morali ponoviti z gojiščem 
RPMI 1640 Glutamax, ki ima podobno sestavo kot človeški serum.  
Pri eksperimentu smo uporabili gojišča, ki ustrezajo specifičnim celičnim linijam po 
priporočilu ATCC. V preglednici je navedena količina glukoze, glutamina in piruvata, ki 
jih vsebujejo uporabljena gojišča in krvni serum (NICE, 2017; Bergström in sod., 1974; 
Mayo Clinic Laboratories, 2019). 
Preglednica 7: Sestava humanega krvnega seruma in gojišč 
Medij Glukoza Glutamin Piruvat 
Humani krvni serum 720 - 990 g/L 0,070 g/L – 0,096 g/L 0.7 x 10-2 – 1.4 x 10-2 g/L 
RPMI 1640 Glutamax + 
10 % FBS 
2 g/L 446 x 10-3 g/L / 
DMEM + L-glutamin + 
4,5 % glukoza +10 % 
FBS 
4,5 % 584 x 10-3 g/L / 
EMEM + Glutamin + 
10 % FBS 
1 g/L 446 x 10-3 g/L 0,11 g/L 
 
Gojišče RPMI 1640 Glutamax + 10 % FBS je od vseh uporabljenih gojišče najbolj 
primerno za naš eksperiment, ker je koncentracija glukoze najbližje tisti v humanem 
krvnem serumu. Prav tako gojišče ne vsebuje piruvata, ki je substrat za tvorbo laktata. Če 
bi bil piruvat dodan v gojišču, bi lahko motil merjenje količine laktata. Glutamin ne vpliva 
bistveno na glikolizo, ampak samo na TKK, ki pa ni bil ključen del našega eksperimenta. 
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Gojišče DMEM + L-glutamin + 4,5 % glukoza +10 % FBS je manj primerno, ker je 
količina vsebovane glukoze visoka, nad fiziološko vrednostjo v človeškem serumu. Če je 
glukoze preveč, je glikoliza lahko premočna in jo je težje zavirati. Potrebno bi bilo dodati 
večjo količino inhibitorja, da bi se hitrost metabolnega pretoka preko glikolize spravila na 
nivo prisoten pri normalnih, zdravih celicah. 
Pri gojišču EMEM + Glutamin + 10 % FBS je količina glukoze nizka, vendar še vedno v 
mejah normale. Zaradi dodanega piruvata pa smo to gojišče kasneje spoznali za neustrezno 
za naš poskus. 
Sestave gojišča MEBM + MEGM SingleQuots Kit + kolera toksin nismo našli na 
internetu. 
Zaradi neprimernih gojišč, ki smo jih uporabili za naše teste in jih je priporočil ATCC, je 
bila verjetno glikoliza drugačna kot v človeškem serumu in zato so rezultati najverjetneje 
odstopali od pričakovanih. 
 
Test produkcije laktata smo izvajali tudi pri gensko spremenjenih imortaliziranih 
netumorigenih celicah HEK. Pri tem smo uporabili celice, ki imajo vgrajen T-REx sistem 
in se imenujejo HEK293-T-REx. Druga celična linija je bila HEK293-T-REx nPFKM, ki 
ima dodan gen za nativni protein PFKM in tretja celična linija je bila HEK293-T-REx 
sfPFKM, ki ima dodan gen za visoko aktivni kratek fragment proteina PFKM, kot so ga 
predhodno pripravili Šmerc in sodelavci (2011). V začetnem delu poskusa pri celicah 
HEK293-T-REx z dodanim inhibitorjem 3 produkcija laktata počasi narašča, po 36 urah pa 
začne ta hitreje naraščati. Inhibitor se je najverjetneje v tem času že metaboliziral, zato bi 
bilo smiselno periodično dodajanje inhibitorja in s tem bi se predvidoma povečala njegova 
učinkovitost. Kljub temu, da se ob dodanem inhibitorju vrednosti laktata močno približajo 
kontroli, je zaznati komaj opazno odvisnost inhibicije od koncentracije inhibitorja. Celice 
HEK293-T-REx nPFKM se na dodatek inhibitorja številka 3 po vsej verjetnosti ne 
odzivajo, ker gre pri tej celični liniji za povečano izražanje nativnega humanega PFK1 
encima. Povečana količina tega proteina v citosolu v celicah je verjetno zmanjšala 
učinkovitost inhibitorja. Pri celicah HEK293-T-REx sfPFKM ni bilo zaznati inhibicije ob 
dodatku inhibitorja številka 3, kar se ne sklada s pričakovanimi rezultati. Opaziti je, da ima 
ta linija daljšo prilagoditveno (lag) fazo kot ostali dve liniji. Vrednost laktata pri kontroli 
celic z dodanim kratkim fragmentom je ob času 48 ur nižja kot pri kontroli celic brez 
dodatnih vključkov. Inhibitor številka 9 deluje na celice HEK293-T-REx sfPFKM s 
kratkim fragmentom do 36 ur, potem pa začne produkcija laktata hitreje naraščati. Za večji 
učinek inhibitorja številka 9 bi ga verjetno bilo potrebno periodično dodajati celicam. 
Vzrok za slabšo inhibicijo z inhibitorjem številka 3 in številka 9 bi lahko bil tudi različen 
izoencimski profil pri določenih tumorigenih celicah. Inhibitorja številka 3 in številka 9 sta 
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bila izbrana na osnovi ATP-vezalnega mesta pri izoencimih PFK-M in PFK-P. Pri 
izoencimu PFK-L je malo drugačno ATP vezavno mesto kot pri ostalih dveh izoencimih, 
ker je na poziciji 102 treonim namesto arginina. Če torej v tumorigenih celicah prevladuje 
izooblika PFK-L, sta izbrana inhibitorja verjetno manj učinkovita. Rešitev za to bi bila 
priprava nove generacije inhibitorjev, ki bi močneje zavirali delovanje izoencima PFK-L. 
Različna porazdelitev izoencimov PFK v različnih tkivih je bila predhodno opisana (Vora 
in sod., 1985). 
Pri testih z masno spektrometrijo pri tumorigenih celicah Caco-2 z dodanim inhibitorjem 
smo opazili nižje vrednosti glukoze-6-fosfata kot pri kontroli. Glukoza-6-fosfat se lahko 
metabolno razgradi tudi v pentoza fosfatni poti in ne samo v glikolizi. Pri celičnih 
ekstraktih ne-tretiranih celic smo zaznali nižji nivo fruktoze-6-fosfata kot ob dodanem 
inhibitorju. Fruktoza-6-fosfat je sicer substrat za encim PFK1. Pri celicah, ki so bile 
tretirane z inhibitorjem številka 3, je nastalo manj piruvata, laktata in molekul NADH. Ti 
metaboliti se v metabolni poti nahajajo za mestom encima PFK1. Rezultati potrjujejo našo 
hipotezo, da uporabljen inhibitor številka 3 zniža encimsko aktivnost na nivoju PFK1 v 
tumorigeni celični liniji Caco-2 in posledično zmanjša produkcijo laktata. 
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6 SKLEPI 
Rakave celice Caco-2, Colo829 in MCF-7 brez dodanega inhibitorja proizvajajo več laktata 
kot netumorigene celice MCF-10A. 
Inhibitor številka 3 najbolj intenzivno zavira produkcijo laktata pri tumorigeni celični liniji 
MCF-7. 
Inhibitor številka 3 ne vpliva na produkcijo laktata pri netumorigenih celicah HEK293-T-
REx nPFKM. 
Dodatek inhibitorjev ni vplival zaviralno na rast celic. 
Za celične linije smo uporabljali gojišča, ki jih je priporočil ATCC. Nekatera gojišča so se 
izkazala za neprimerna, zato najverjetneje rezultati niso v skladu s pričakovanji pri teh 
celičnih linijah. 
Najprimernejše gojišče za študij Warburgovega efekta je RPMI 1640 Glutamax + 10 % 
FBS, ker je njegova sestava še najbolj podobna humanem krvnem serumu. 
Pri nadaljnjih poskusih bi bilo potrebno večkratno zaporedno dodajanje inhibitorja, da bi 
vzdrževali konstantno koncentracijo inhibitorja v gojišču in s tem preprečili povečano 
produkcijo laktata pri rakavih celičnih linijah v zadnji fazi rasti. 
43 
Krajnc V. Test inhibitorjev … za zmanjšano produkcijo laktata pri izbranih tumorigenih celičnih linijah. 
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
7 POVZETEK 
Pri magistrski nalogi smo testirali vpliv dveh izbranih inhibitorjev (številka 3 in 9) v 
različnih koncentracijah na encim PFK-P in na kopičenje laktata pri tumorigenih in 
netumorigenih celičnih linijah. Uporabili smo tumorigene celične linije: Caco-2 
(kolorektalni adenokarcinom), MDA-MB-231 (rak dojke v metastazni fazi), MCF-7 (rak 
dojke v začetni fazi), Colo829 (melanom človeka) in kontrolno netumorigeno celično linijo  
MCF-10A iz tkiva dojke. Uporabili smo tudi netumorigene celice HEK293-T-REx, ki so 
bile transficirane z nativnim humanim genom za mišični tip PFK-M (HEK293-T-REx 
nPFKM) in modificiranim humanim genom, ki nosi zapis za kratek PFK-M fragment 
(HEK293-T-REx sfPFKM). Na KI so identificirali več molekul, ki nalegajo na ATP 
vezalno mesto encima PFK-P. Pri inhibitorju številka 3 in 9 so ugotovili, da zavirata encim 
PFK-P, znižata metabolni pretok preko glikolize in preprečita nadaljnje kopičenje laktata. 
Pri netumorigeni celični liniji MCF-10A inhibitorja nista vplivala na nastajanje laktata, pri 
tumorigeni celični liniji MCF-7 pa smo zaznali koncentracijsko odvisno zmanjševanje 
produkcije laktata ob prisotnosti inhibitorjev. Inhibitorja torej najverjetneje delujeta 
predvsem na obliko encima PFK-P. Po koncu poskusa smo ugotovili, da nekatera 
uporabljena gojišča niso bila primerna za uporabo, saj njihova sestava ni bila podobna 
sestavi humanega seruma in niso nujno spodbujala deregulirane glikolize značilne za 
Warburgov efekt, zato so verjetno bili rezultati pri nekaterih celičnih linijah drugačni od 
pričakovanih. Z metodo masne spektrometrije smo pri celicah določali vsebnost določenih 
metabolitov glikolize. Ugotovili smo, da se ob primerjavi ne-tretiranih celic in celic, 
tretiranih z inhibitorjem številka 3, kopičijo metaboliti, ki so v metabolni poti pred 
encimom PFK1, manjša pa je količina metabolitov, ki so v metabolni poti za encimom 
PFK1. Inhibitorji niso citotoksično vplivali na celične linije. 
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